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Resumen

La acuicultura de Atrina maura es una actividad de creciente interés en el noroeste de México;
sin embargo, la produccion de semilla en laboratorio se ve limitada por las mortalidades masivas
durante el cultivo larvario, los efectos del cambio climatico y la aplicacién de protocolos acuicolas
extrapolados de otras especies. El presente estudio tiene como objetivo contribuir al
establecimiento de la tecnologia de cultivo larvario de Atrina maura mediante la adecuacion
secuencial de la dieta, fotoperiodo y el uso de microorganismos probidticos. El estudio se
desarrollé en varias fases experimentales utilizando reproductores colectados en la Ensenada de
La Paz (ELP) y Bahia Magdalena (BM). El desove se indujo mediante shocks térmicos, alternando
la temperatura del agua entre 15 y 25°C. Se realizaron analisis macroscépicos e histopatolégicos
para evaluar el estado gonadal y la condicidon sanitaria de los reproductores. Durante el cultivo
larvario inicial se evaluaron tres dosis de Isochrysis galbana (5,000, 10,000 y 20,000 cel-mL™).
Posteriormente, se compard el rendimiento larvario con dietas de I. galbana y Pavlova lutheri, asi
como la ingesta de microalgas de distinto tamaio celular (/. galbana, P. lutheri, Chaetoceros
calcitrans y C. muelleri), tanto integras como fragmentadas. Finalmente, se aislé y evalué in vivo
la cepa bacteriana C29 como potencial probiético sobre el rendimiento larvario. Los andlisis
revelaron una melanizacién de los tejidos en los reproductores a nivel macroscépico (ELP: 36.7
%; BM: 100%) e histolégico (ELP: 62.7 %; BM:33.3 %) como respuesta inmune ante infecciones
parasitarias por helmintos, organismos tipo Rickettsia y Perkinsus, afectando el
acondicionamiento, la induccidn a desove en un 80 % y dando lugar a gametos atrésicos. La dosis
alimenticia 6ptima alcanzé un nivel de saturaciéon >10,000 y <20,000 cel-mL™, siendo la dosis
media la que promovié el mayor crecimiento larvario. La microalga P. lutheri indujo un
crecimiento significativamente superior en comparacion con /. galbana, destacando la
importancia del tamafio celular y de una adecuacién nutricional especifica. La ingestion de
microalgas se relacioné directamente con la talla larvaria, favorecida por particulas de menor
tamanfio. El fotoperiodo influyd significativamente en el crecimiento, con la luz continua (24:0)
como la condicidén que promovié mayores tallas en altura y longitud, sin influir significativamente
en la supervivencia. Asimismo, la cepa bacteriana C29 incrementd significativamente la
supervivencia y el crecimiento larvario respecto al control, lo que sugiere un efecto benéfico
asociado a la modulacién microbiana o al aporte nutricional directo. En conjunto, estos resultados
proporcionan bases experimentales clave para el disefno de protocolos de cultivo larvario
especificos para Atrina maura.

Palabras clave: Melanizacion, dosis microalgal, tamano de particula, ingestidon, co-cultivo.
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Summary
The aquaculture of Atrina maura is an activity of increasing interest in northwestern Mexico;
however, hatchery seed production is constrained by mass mortalities during larval culture, the
effects of climate change, and the application of aquaculture protocols extrapolated from other
species. The present study aims to contribute to the establishment of larval culture technology
for Atrina maura through the sequential optimization of diet, photoperiod, and the use of
probiotic microorganisms. The study was conducted in several experimental phases using
broodstock collected from Ensenada de La Paz (ELP) and Bahia Magdalena (BM). Spawning was
induced through thermal shocks by alternating water temperature between 15 and 25°C.
Macroscopic and histopathological analyses were performed to evaluate gonadal status and the
sanitary condition of broodstock. During the initial larval culture, three feeding doses of Isochrysis
galbana (5,000, 10,000, and 20,000 cells-mL™") were evaluated. Subsequently, larval performance
was compared using diets of /. galbana and Pavlova lutheri, as well as the ingestion of microalgae
with different cell sizes (I. galbana, P. lutheri, Chaetoceros calcitrans, and C. muelleri), both whole
and fragmented. Finally, the bacterial strain C29 was isolated and evaluated in vivo as a potential
probiotic for larval performance. Analyses revealed tissue melanization in broodstock at both the
macroscopic (ELP: 36.7%; BM: 100%) and histological levels (ELP: 62.7%; BM: 33.3%), as an
immune response to parasitic infections by helminths, Rickettsia-like organisms, and Perkinsus.
These conditions negatively affected broodstock conditioning and resulted in an 80% reduction
in spawning induction, leading to the production of atretic gametes. The optimal feeding level
reached a saturation range of 210,000 and <20,000 cells-mL™, with the medium dose promoting
the highest larval growth. The microalga P. lutheri induced significantly greater growth compared
to I. galbana, highlighting the importance of cell size and species-specific nutritional
requirements. Microalgal ingestion was directly related to larval size and was favored by smaller
particle sizes. Photoperiod significantly influenced larval growth, with continuous light (24:0)
promoting greater shell height and length, although no significant effect on survival was
observed. Additionally, bacterial strain C29 significantly increased larval survival and growth
compared to the control, suggesting a beneficial effect associated with microbial modulation or
direct nutritional contribution. Overall, these results provide key experimental foundations for
the development of species-specific larval culture protocols for Atrina maura.

Keywords: Melanization, microalgal dose, particle size, ingestion, coculture.
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1.INTRODUCCION

Ante el incremento de la poblacidn mundial, la acuicultura se presenta como una alternativa
prometedora para satisfacer la creciente demanda de alimentos de calidad (Brugere y Ridler
2004). En 2018, esta actividad alcanzé una produccién global de 114.5 millones de toneladas, de
las cuales 17.7 millones correspondieron a la produccién de moluscos, principalmente bivalvos.
Dentro de este grupo, mas del 70% de la produccidn esta representado por ostras, almejas, vieiras

y mejillones (FAO, 2020).

La acuicultura de bivalvos es considerada una de las formas mas sostenibles de produccién de
alimentos, con potencial para convertirse en un pilar esencial en la seguridad alimentaria futura
(Summa et al., 2022). Ademas, los precios elevados y constantes de estos organismos han
impulsado la expansién de su cultivo en diversas regiones, consoliddndolo como una actividad
econdmicamente viable en términos de inversién, mercado y rentabilidad (Campa et al., 2011,

INAPESCA, 2012).

En México, la regidon noroeste concentra la mayor produccién acuicola de bivalvos, enfocada
principalmente en el ostidn japonés Crassostrea gigas. Sin embargo, existe un creciente interés
por incorporar especies nativas del Pacifico mexicano con potencial de cultivo, como el callo de
hacha Atrina maura. Este bivalvo presenta atributos de alto potencial para su cultivo en el
noroeste del pais, entre los que destacan su alta demanda y valor econdmico, termotolerancia y
resistencia durante su transporte, entre otras (Maeda, 2008, Escamilla et al., 2017). No obstante,
la fuerte presién pesquera ejercida sobre este recurso provocé un deterioro de sus poblaciones
naturales, incentivando el interés de los sectores productivo, cientifico y gubernamental en el
desarrollo de técnicas para la produccidén de semilla en condiciones controladas, con el doble

objetivo de garantizar su aprovechamiento comercial y contribuir a su conservacion (DOF, 2021).

Pese a este interés, aln no se ha alcanzado un éxito sostenido en la produccién de semilla en
laboratorio. Los principales desafios incluyen la obtencidon de gametos viables mediante desoves

inducidos (p. ej., cambios de temperatura, salinidad o adicién de gametos maduros) y, sobre todo,
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el mantenimiento de altas tasas de supervivencia durante los primeros estadios larvarios (Loor-
Mera, 2012; INAPESCA, 2021). En este sentido, conocer la temporada reproductiva de la especie
y asegurar reproductores en condiciones dptimas resulta fundamental (Angel et al., 2015).
Factores ambientales asociados al cambio climatico, como fluctuaciones de temperatura y calidad
del agua, han demostrado reducir la calidad gamética y el éxito reproductivo en otras especies de
bivalvos, entre ellas Ruditapes philippinarum (Dang et al., 2010), Mytilus galloprovincialis (MUgica
et al., 2015) y Tridacna maxima (Armstrong et al., 2020). Asimismo, bajo condiciones de estrés,
bivalvos como C. virginica se vuelven mas susceptibles a infecciones provocadas por virus,

bacterias y protozoarios (Okon et al., 2023).

En sus primeras etapas de vida, los bivalvos presentan un sistema inmunolégico inmaduro
(Romalde, 2012), lo que los hace especialmente vulnerables a infecciones bacterianas (Farias,
2008). Entre ellas, la vibriosis se reconoce como el principal obstaculo en los criaderos, asociada
a enfermedades como la necrosis bacilar y el spotting, ocasionadas por diversas especies del
género Vibrio (V. alginolyticus, V. anguillarum, V. tubiashiiy V. neptunios) (Romalde et al., 2010).
En este contexto, la aplicacién de probidticos ha mostrado resultados prometedores en la
prevencion de enfermedades bacterianas en moluscos (Macey y Coyne, 2005; Soto-Simental,

2015).

Ademads de su efecto benéfico sobre la microbiota del medio de cultivo, algunas bacterias
probidticas también pueden constituir una fuente directa de alimento para las larvas de bivalvos.
Diversos estudios han demostrado que algunas cepas bacterianas son capaces de ser ingeridas
por las larvas y aportar nutrientes esenciales, incluyendo acidos grasos poliinsaturados,
aminodcidos y vitaminas del complejo B (Phillips 1984; Yazawa et al., 1988; Russell y Nichols 1999;
Nichols, 2003). Esta doble funcién —nutricional e inmunoestimulante— podria ser
particularmente relevante durante las etapas tempranas del desarrollo larvario de A. maura,

cuando la eficiencia de ingestidon de microalgas es limitada.

Durante décadas, la elevada mortalidad larvaria de A. maura se ha atribuido principalmente a su
comportamiento de flotacidn, el cual provoca que las larvas permanezcan en la superficie del

agua, incrementando el riesgo de desecacidn o inanicidn (Robles-Mungaray, 2004; Maeda, 2008).



Factores ambientales como el fotoperiodo regulan los movimientos verticales en la columna de
agua y, en consecuencia, influyen en la supervivencia y el crecimiento larvario de diversas
especies marinas (Sulkin, 1984; Gosling, 2003; Brierley, 2014; Peharda y Villibic, 2008; Trigos et
al., 2018).

Otro factor determinante en la supervivencia larvaria es la alimentacion. Los lipidos constituyen
la principal fuente de energia, seguidos por proteinas y, en menor medida, carbohidratos
(Marshall et al., 2010). Sin embargo, aun existen vacios de conocimiento en nutricidn larvaria de
A. maura. La formulacion de dietas especificas que cubran los requerimientos nutricionales es
clave para mejorar el crecimiento y supervivencia, como se ha demostrado en especies como C.
gigas (Marshall et al., 2010). Asimismo, el tamafio de las microalgas y la capacidad de ingestidn
larvaria influyen directamente en el crecimiento (Lora y Maeda, 1997). En especies afines, como
A. ventricosus, Pteria sterna y Tridacna noae, se ha observado una relacién estrecha entre la talla
larvaria y el tamafio de las microalgas ingeridas, lo que subraya la necesidad de evaluar este
aspecto en A. maura, donde aun no se cuenta con dietas ni dosis alimenticias especificas, pues
los protocolos aplicados en A. maura corresponden en gran medida a adaptaciones de los

disefiados para otras especies (Escamilla, et al., 2017).

Dada la importancia de A. maura en la regidon noroeste de México y los beneficios potenciales de
optimizar la dieta, el fotoperiodo y el uso de microorganismos potencialmente probidticos,
resulta necesario profundizar en su estudio. Estos aspectos podrian ser determinantes para
mejorar la tecnologia de cultivo larvario, aumentar la supervivencia y el crecimiento, y alcanzar

los niveles de produccidn de semilla que demanda el mercado regional y nacional.



2. ANTECEDENTES
2.1 Biologia y habitat

El callo de hacha A. maura (Sowerby, 1835) (Fig. 1), es un molusco bivalvo perteneciente a la
familia Pinnidae. Se conoce comiunmente como “callo de hacha”, “hacha china”, “hacha de rifién”
o “hacha media luna”, nombre que se le da en relacién con la forma de su musculo abductor o

“callo” (Ahumada et al., 2002; Brusca y Brusca, 2002; Camacho et al., 2014).

Figura 1. Callo de hacha Atrina maura.

Se distribuye desde Baja California hasta el norte de Peru (Keen, 1971) (Fig. 2), son organismos
bentdnicos que habitan en zonas intermareales en bahias protegidas con fondos arenosos de limo
y arcilla desde el limite inferior de la marea hasta los 45 m de profundidad y se les puede
encontrar enterrados o semi enterrados, adheridos a rocas o restos de conchas. Su dieta consiste
principalmente de diatomeas, microflagelados, protozoarios y detritus organico (Cardoza y
Maeda, 1997; Angel et al., 2007; Angel-Dapa, 2015). La morfologia exterior de las conchas
presenta “espinas” y su forma asemeja a un abanico de valvas alargadas y triangulares con borde

truncado-redondeado (Camacho et al., 2014). Por lo general los organismos adultos presentan



una talla de 20-30 cm, aunque la talla maxima reportada es de 45 cm de altura de la concha

(Poutiers, 1995).
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Figura 2. Mapa representativo de la distribucidn geografica del callo de hacha Atrina maura.

Anteriormente esta especie era considerada como gonocdrica; sin embargo, investigaciones
recientes han demostrado que A. maura es una especie protandrica, lo que implica que maduran
primero como machos y posteriormente cambian de sexo a hembras en funcidn de la variacién

de los factores ambientales (Camacho et al., 2014).

Por otro lado, se ha documentado que la temperatura tiene una influencia determinante en los
ciclos reproductivos y gonadicos de A. maura en Laguna Ojo de Liebre, Bahia Magdalena y la
Ensenada de La Paz, pues se menciona que existe un cese del desove durante los meses de agosto-
noviembre cuando la temperatura supera los 25 °C en Bahia Magdalena y la Ensenada de La Paz,

con un porcentaje elevado de génadas de ambos sexos en proceso de reabsorcion (Camacho et



6
al., 2012), similar a lo reportado anteriormente en condiciones controladas (Rodriguez-Jaramillo,

2004).

2.2 Pesquerias y cultivo

El callo de hacha es uno de los recursos pesqueros mas valiosos de la regidon noroeste de México,
gracias a la gran demanda y al precio que alcanza en el mercado nacional (Gomez-Valdez, 2019).
Estas caracteristicas han provocado la intensificacion de su extracciéon en la ultima década,
provocando una disminucion en las zonas de pesca y una reduccién considerable de la produccién
total. La pesqueria comercial de los callos de hacha alcanzé su pico de produccién en 2009 para
Baja California Sur, en 2012 para Sonora y en 2016 para Baja California (Fig. 3) (DOF, 2018).
Lamentablemente los avisos de arribo CONAPESCA agrupan a diferentes especies de callos de
hacha en una misma categoria a pesar de contar con caracteristicas de vida diferentes, de acuerdo
con lo reportado en investigaciones anteriores (Ceballos et al., 2000; Camacho et al., 2012),
poniendo en riesgo la sostenibilidad de la pesqueria. Los resultados de estas acciones se han
reflejado en el fracaso de la administracién del recurso por parte de las autoridades en Baja
California Sur, en donde las capturas de musculo abductor pasaron de 320 toneladas en 2009 a

23 toneladas en 2022 (CONAPESCA, 2023).
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Figura 3. Avisos de arribo CONAPESCA de callo de hacha de Pinna rugosa, Atrina maura, A.
tuberculosa, y A. oldoydii (captura en peso de callo), durante el periodo 2000-2016 (modificado
de DOF, 2018).
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La pesqueria de callo de hacha en La Paz Baja California Sur se compone de A. maura, A.
tuberculosa y Pinna rugosa. En 2018, las malas practicas llevaron a la pesqueria del callo de hacha
de la Ensenada de La Paz al colapso, al grado de suspender la pesqueria. En respuesta ante dicha
situacion, la Asociacidn Civil Noroeste sustentable (NOS) en conjunto con la comunidad pesquera
El Manglito realizaron un esfuerzo comunitario para recuperar la pesqueria artesanal. La
restauracion de la poblacién de callo de hacha en la Ensenada de La Paz es un ejemplo exitoso de
restauracion de la pesca basada en un enfoque ecoldgico y social que podria ser adoptado por
comunidades pesqueras artesanales similares en América Latina y el mundo (Palacios et al.,,
2018). Para que este tipo iniciativas generen mejores resultados en un tiempo relativamente
corto, es de gran importancia que los laboratorios de produccién de semilla de moluscos bivalvos

cuenten con una disponibilidad continua de juveniles.

Las caracteristicas bioldgicas y econdmicas del recurso callo de hacha ha impulsado el interés del
sector acuicola en desarrollar su cultivo (Maeda, 2008) debido a que es una especie que se adapta
facilmente a vivir en cautiverio, alcanza la madurez gonadica bajo condiciones controladas de
alimento y temperatura y es un desovador parcial, el cual expulsa mas de 20 millones de ovocitos
por desove / hembra. Ademas, esta especie tolera altas temperaturas, presenta supervivencias
entre el 80-90% en cultivos en campo y cuenta con una alta demanda y valor econédmico a nivel
nacional e internacional. (Rodriguez-Jaramillo, 2004; Maeda, 2008; Escamilla et al., 2017; Gémez-

Valdez, 2019).

En México, desde la década de los ochenta se han llevado a cabo distintos intentos en busca de
la consolidacidn de su proceso productivo, y no fue hasta la década de los noventa en que se
obtuvo la primera produccién de juveniles en laboratorio (Escamilla et al., 2017), sin embargo,
hasta el dia de hoy la tasa de mortalidad elevada durante el proceso de larvicultura, atribuida a
diferentes factores entre los que destacan las patologias bacterianas, asi como a la falta de
protocolos de limpieza y alimentacidén, ha mantenido las producciones erraticas y limitadas, ya
gue el numero de semillas no ha sido consistente, ni el necesario para poder realizar una actividad

acuicola sostenida (Angel-Dapa, 2015).
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En materia de investigacion cientifica, se ha dirigido un esfuerzo en la generacién de conocimiento
de A. maura dirigida de forma particular hacia el desarrollo de una produccién pesqueray acuicola

sostenible (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios relacionados con aspectos bioldgicos y de produccién acuicola de Atrina maura.

Tema principal

Referencia

Abundancia y estructura poblacional

Biologia reproductiva

Ahumada et al., 2002

Angel et al., 2007; Angel et al., 2010;
Camacho et al., 2012; Camacho et al.,
2014; Camacho et al., 2014b; Angel-
Dapa, 2015; Angel et al., 2015; Gémez-
Valdez, 2019

Gametogénesis en condiciones controladas
Fisiologia reproductiva
Termotolerancia y halotolerancia

Desempenio bioldgico en diferentes regimenes
de flujo de agua

Enriquez et al, 2003; Rodriguez-
Jaramillo, 2004

Gonzalez-Corona, 2003

Leyva-Valencia, 1999

Arrieche et al., 2010

indice de condicién y rendimiento muscular y
del manto

Caracterizacién histoquimica y morfoldgica de
larvas

Cultivo de semillas y juveniles en campo

Produccidn, crecimiento y supervivencia de
larvas y semilla en laboratorio

Aislamiento de bacterias, uso de probidticos y
susceptibilidad larvaria a bacterias
Parasitos y lesiones histopatoldgicas

Camacho et al., 2008

Robles-Rocha, 2010

Reynoso et al., 1996; Gdéngora et al.,
2011; Leal et al.,, 2011; Mendo et al.,
2011; Géngora et al., 2015; Géngora et
al., 2016; Escamilla et al., 2017.

Robles et al., 1996; Velasco-Blanco,
1997; Lora et al., 2004; Goldchain-
Goldin 2010; Gomez-Hernandez, 2011;
Melguizo-Robles, 2011.

Luna et al., 2002; Soto-Simental, 2015

(Gongora et al., 2016; Gomez et al.,
2019; Camacho et al., 2023; Cruz et al.,
2025




2.3 Flotabilidad larvaria

En la década de los ochenta, durante los primeros intentos de produccion de semilla de A. maura
en cautiverio (Angel-Dapa, 2015), se detecté un cuello de botella en las primeras etapas de
desarrollo, que ha sido vinculado con una hidrofobicidad presente en las larvas de la especie,
provocando que éstas se adhieran a la superficie del aguay a las paredes de los tanques de cultivo
y mueran por desecacion y/o inanicién (Maeda, 2008). Esta condicidn conlleva supervivencias

menores al uno por ciento al final de la etapa larvaria (Robles-Mungaray, 2004).

Atendiendo esta problematica Goldchain-Goldin (2010) demostré que las larvas de A. maura se
encuentran en movimiento constante entre la columna de agua vy la superficie, asociando este
fenédmeno con estrategias naturales de dispersion. Se ha reportado un comportamiento larvario
similar en Pinna nobilis en ambiente natural, quien realiza migraciones hacia aguas profundas
durante el dia y regresa a zonas superficiales durante la noche (Peharda y Villibic, 2008). Este
fenédmeno se conoce como migracién vertical diurna y se ha mencionado que los cambios en la
intensidad de la luz son probablemente su principal desencadenante (Brierley, 2014). En otros
grupos; como es el caso de los crustaceos, se ha demostrado que el fotoperiodo es un factor
abidtico que afecta sustancialmente al rendimiento larvario, incluyendo la natacién, el
comportamiento alimentario y el crecimiento (Sulkin, 1984; Minagawa y Murano, 1993;

Minagawa, 1994; Gardner y Maguire, 1998).

A pesar del enorme interés puesto sobre A. maura por parte del sector acuicola, aln no se
dispone de informacion sobre los mecanismos que regulan los movimientos larvarios en la
columna de agua ni las respuestas conductuales ante variaciones del fotoperiodo en condiciones

naturales y/o de cautiverio.

2.4 Patologia bacteriana en moluscos bivalvos y probidticos como alimento

Los primeros estudios de enfermedades bacterianas causadas por vibrios se realizaron hace mas

de 50 afios en Estados Unidos. Guillard (1959) demostrd la patogenicidad en larvas de almeja
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americana (Mercenaria mercenaria) de una serie de bacterias, incluyendo Vibrio sp., aisladas a

partir de larvas moribundas.

Durante mucho tiempo el cultivo de moluscos bivalvos se ha visto afectado por diferentes
patologias del género Vibrio, que afectan a larvas y juveniles en los criaderos de produccion
(Romalde, 2012). Se ha mencionado que este grupo de bacterias forman parte del microbiota
habitual de los bivalvos, pudiendo establecer una relacion mutualista, comensal, patogénica o

simplemente fortuita con el hospedero (Pruzzo et al., 2005).

La necrosis bacilar y spotting son las principales enfermedades ocasionadas por Vibrio que afectan
a nivel mundial durante las etapas larvarias (Romalde et al., 2010), y se han considerado como la
principal causa de mortalidad durante el proceso productivo en los criaderos de bivalvos. De este
modo, los vibrios patégenos pueden provocar la mortalidad total de lotes enteros de produccién
en un periodo corto de tiempo, causando importantes pérdidas econdmicas (Prado et al., 2005),
situacion que podria estar sucediendo en los cultivos larvarios de A. maura, en dénde la mayoria
de las veces la poblacidn total se colapsa sin una explicacién aparente (Soto-Simental, 2015).

Tomando en cuenta las pérdidas econdmicas que implican las infecciones bacterianas en los
laboratorios de produccion, el uso de antibidticos para prevenir la mortalidad de larvas y juveniles
era cada vez mas frecuente (Luna et al., 2004). Sin embargo, ha existido una preocupacion
extendida acerca del uso de antibidticos, ya que éstos permiten el surgimiento de bacterias
resistentes (Inglis 1996). Un método alternativo al uso de antibidticos y que estd ganando
aceptacidon en la acuicultura es el uso de bacterias probidticas para controlar patégenos
microbianos (Gémez et al., 2000, Robertson et al., 2000, Balcazar et al., 2006). Los productos
probidticos han sido exitosos en la prevencién de enfermedades bacterianas en moluscos (Macey
y Coyne 2005), peces (Gram et al., 1999, Robertson et al., 2000) y crustaceos (Harzevili et al.,
1998, Rengpipat et al., 2000). Entre los efectos benéficos se encuentran un mayor crecimiento,
eficiencia en la alimentacién y mejoramiento de la respuesta inmune (Venkat et al., 2004). Para
obtener una mayor efectividad en el cultivo se recomienda el uso de una mezcla de probidticos
provenientes preferentemente de cepas aisladas del huésped (Kesarcodi et al., 2012; Kumar et

al,, 2016).
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Varios estudios con probidticos han mostrado un control sobre infecciones generadas por V.
tubiashii en larvas de C. gigas (Gibson et al., 1998), la inhibicion de Vibrio sp. en larvas de Pecten
maximus (Ruiz et al., 1999) y Argopecten purpuratus (Riquelme et al., 2000), la mejora de la
supervivencia en larvas de C. corteziensis (Campa et al., 2011), ademds de una supervivencia de
hasta el 55 % durante el primer dia de desarrollo larvario de A. maura, haciendo uso de la levadura

identificada como Candida parapsilosis (Soto-Simental, 2015).

Por otro lado, las microalgas utilizadas como alimento vivo para las primeras fases de desarrollo
de la mayoria de los organismos cultivados pueden ser una via de incorporacién de bacterias
benéficas a los sistemas acuicolas (Elston, 1984) debido a la secrecion de sustancias que estimulan
el crecimiento bacteriano (Riquelme y Avendafio, 2003). Estas bacterias benéficas son capaces de
aportar elementos nutricionales o producir sustancias que inhiben el crecimiento de organismos
(Garriques y Arevalo 1995) y bacterias patdgenas a través de mecanismos de exclusidon
competitiva (Austin et al., 1995) o a través de la produccion de sustancias bactericidas (Nogamiy
Maeda 1992). Sin embargo, la interaccién bacteria-microalga puede limitar el crecimiento
microalgal y viceversa. Sanchez et al., (2020) mencionan que el co-cultivo de Chaetoceros
calcitrans con bacterias probidticas dio lugar a una reduccién significativa del crecimiento de la
microalga en comparacidn con el grupo control sin bacterias, mientras que Tetraselmis y diversas
especies del género Chaetoceros afectan la composicidon de las comunidades bacterianas por

medio de la produccidn de sustancias antibacterianas (Austin et al., 1992, Viso et al., 1987).

Ademas de su papel en el control de patégenos y la modulacién de la microbiota del sistema de
cultivo, las bacterias presentes en el medio acudtico pueden representar una fuente importante
de nutrientes para los organismos filtradores, incluidos los moluscos bivalvos. En ambientes
naturales y de cultivo, el bacterioplancton constituye una fraccién significativa de la biomasa
organica disponible, alcanzando densidades de 10% a 107 células-mL™"y representando entre el 10
y 60% de la produccion del fitoplancton (Ducklow, 1983; Cole et al., 1988; Ducklow, 2000).
Aunque las bacterias libres suelen presentar un tamafio reducido (1-5 um), limitando su captura
individual, pueden ser consumidas eficazmente al encontrarse agregadas en particulas organicas

o asociadas a fitoplancton, conformando lo que se conoce como “nieve marina” (Porter et al.,
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1983; Grossart, 2010). La ingestidn de bacterias y detritos bacterianos ha sido documentada en
diversos grupos acuaticos, incluidos rotiferos, copépodos, crustaceos y bivalvos (Prieur et al,,
1990; Arapov et al., 2010). En el caso de los moluscos bivalvos, las bacterias no solo representan
una fuente significativa de carbono y proteina, sino también de nutrientes esenciales como acidos
grasos poliinsaturados (PUFA), vitaminas del complejo B y a&acidos grasos ramificados
caracteristicos de origen bacteriano (Phillips, 1984; Nichols, 2003; Russell y Nichols, 1999). De
esta manera, el bacterioplancton y las bacterias probidticas presentes en los criaderos pueden
cumplir una doble funcién: actuar como agentes benéficos que modulan la microbiota v,
simultdneamente, como un recurso alimenticio complementario durante las primeras fases de

desarrollo larvario de los bivalvos.

2.5 Alimentacion de larvas

La alimentacién de las larvas da inicio una vez que se haya desarrollado por completo su sistema
digestivo. Algunos autores mencionan que la alimentacion es el factor mas determinante en el
crecimiento y supervivencia de las larvas de bivalvos (Marshall et al., 2010). Por esta razon, las
microalgas son utilizadas en la acuicultura como alimento directo de los bivalvos durante las
diferentes etapas de su desarrollo (Brown, 2002), siendo las especies mas comunes a nivel
laboratorio: Isochrysis galbana, Pavlova Iutheri, C. muelleri, C. calcitrans, Thalassiosira
pseudonana y Tetraselmis suecica entre otras, elegidas con base en su valor nutricional, tamafio,
tasa de crecimiento elevada y la relativa sencillez para cultivarse a altas densidades (Ponis et al.,

2006).

El valor alimenticio de un alga en particular viene determinado no sélo por su composicion
bioquimica sino también por su ingestabilidad y digestibilidad (Helm et al., 2006). Los mejores
resultados se obtendran mediante el suministro de una dieta de alto valor nutritivo y tamafio de
célula adecuado, las cuales suelen contener proporciones relativamente altas de acidos grasos
como el acido eicosapentaendico (EPA) y acido docosahexaendico (DHA) en comparacién con

muchas de las especies de valor alimenticio pobre (Helm et al., 2006).
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Las distintas especies de diatomeas que se cultivan habitualmente en los criaderos tienen niveles
de acidos grasos parecidos, todos ricos en EPA. Las cantidades totales suelen ser mas altas en los
cultivos que entran en la fase estacionaria que durante el crecimiento exponencial (Helm et al.,
2006); sin embargo, se debe prestar atencién especial en mantener un buen control
microbioldgico del alimento que se suministra a los cultivos, pues es en la fase estacionaria en la
que el crecimiento bacteriano, incluyendo vibrios, se ve favorecido por los metabolitos y
compuestos organicos desprendidos por las células senescentes y las que estan en

descomposicion (Berland et al., 1970; Cole, 1982; Riquelme et al., 1987).

Se ha demostrado en algunos estudios que proporcionar una dieta que contenga una mezcla de
algas de dos o mds especies de alto valor nutritivo, que incluya un flagelado y una diatomea
durante el desarrollo inicial, propician resultados favorables en el crecimiento y supervivencia de
las larvas y semillas de ostion (Rico et al., 2006; Kheder et al., 2010) mejillén (Pettersen et al.,
2010; Sanchez y Martinez, 2014), pectinidos (Carvalho et al., 2013; Saucedo et al., 2013) y almejas
(Liu et al., 2009; Contreras et al., 2014).

Por otro lado, es bien sabido que gran parte de los costos operacionales en la produccion de
semillas de moluscos bivalvos se asocian al cultivo de microalgas. Esto genera el interés y la
necesidad hacia el estudio y desarrollo de estrategias mas eficientes y rentables en el uso y
administraciéon de este recurso en los laboratorios de produccion (Farias y Uriarte, 2002). Ademas
de los estudios que demuestran un beneficio en el crecimiento y supervivencia larvaria de algunos
bivalvos con el uso de dietas mixtas, existe también la contra parte en donde la dieta monoalgal
basada en Isochrysis sp resultd ser muy equilibrada nutricionalmente para el crecimiento y
supervivencia larvaria de Panopea generosa (Montes-Orozco, 2014) y Clinocardium nuttalli (Liu
et al., 2009), en esta ultima sin encontrar diferencias significativas con el uso de 10 dietas
monoalgales y mixtas. Se ha informado también, que Isochrysis sp es un alimento de alto valor
nutricional para las larvas de muchas especies de bivalvos de importancia comercial. Con base en
estos antecedentes, es clara la necesidad en la investigacion de las preferencias alimenticias y

necesidades nutricionales para cada especie cultivada.
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2.6 Induccion al desove

La induccidn al desove es un paso esencial para la produccién de semillas de bivalvos, que implica
conocer los periodos reproductivos de la especie de interés con el fin de obtener gametos y larvas
viables (Parwadani, 2011). Los métodos utilizados para potencializar la induccién al desove van
desde estimulos fisicos como los cambios repentinos de temperatura y salinidad, estimulos
mecanicos como la exposicién al aire libre previo al desove, el incremento de la concentracién de
alimento en el agua y el producido por shocks eléctricos; estimulos quimicos como la adicién de
cloruro de potasio, perdxido de hidrégeno y la inyeccién de monoaminas como serotonina,
dopamina y norepinefrina, o la inyeccién de esteroides sexuales (Lewis et al., 1998; Parwadani,
2011) hasta los estimulos bioldgicos, como la introduccion de gametos maduros en el agua (Ellis,
1997; Parwadani, 2011). La efectividad de cada uno de los métodos varia dependiendo de la
especie, estado de madurez y las condiciones ambientales de su acondicionamiento previo (Loor-

Mera, 2012).

Cuando los pasos anteriores no han dado resultado, o bien como una variante mas, una forma de
obtener gametos de bivalvos es mediante la diseccion del tejido gonadal o “stripping” de machos
y hembras, siendo una prdctica muy comun en ostras (C. gigas, C. virginica, C. rhizophorae), la
cual implica el sacrificio de cierto numero de organismos (Boudry, 2008; Gosling, 2003; Helm et
al., 2006) y una produccién menos abundante de larvas que con un desove natural (Gosling,

2003).

El método mas utilizado para la induccion al desove de A. maura es por shocks térmicos y en
ocasiones combinado con la adicion de gametos al agua (Reynoso et al., 1996; Robles-Mungaray,

2004, Goldin-Goldchain, 2010; Robles-Rocha, 2010; Angel-Dapa, 2015).
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3. JUSTIFICACION

El cultivo larvario de moluscos bivalvos representa una etapa particularmente critica dentro de la
acuicultura, debido a que la supervivencia y el crecimiento temprano determinan de manera
directa el éxito productivo. En especies de alto valor comercial como A. maura, estos desafios se
acentuan, ya que aun no se ha logrado establecer protocolos de produccién de semilla que
permitan obtener tasas de supervivencia y crecimiento comparables a las reportadas para otros
bivalvos cultivados. A pesar del creciente interés comercial y ecoldgico por esta especie, persisten

limitaciones técnicas que han impedido consolidar su cultivo a escala comercial.

Una de las principales causas de estas dificultades radica en que los esquemas actuales de manejo
y alimentacidn larvaria de A. maura se han extrapolado a partir de protocolos disefiados para
otros bivalvos, sin considerar las particularidades bioldgicas de la especie, como su
comportamiento larvario y requerimientos nutricionales diferentes que, hasta ahora, no han sido
abordadas mediante estudios especificos. Este vacio de conocimiento limita la capacidad de

mejorar las técnicas de cultivo y de incrementar la eficiencia en la produccién de semilla.

Ante este panorama, se vuelve necesario explorar alternativas que, por un lado, optimicen la
nutriciéon larvaria y, por otro, fortalezcan la resistencia de las larvas frente a patdgenos
oportunistas presentes en los sistemas de cultivo. Entre estas alternativas destacan el uso de
dietas ajustadas al tamafio de ingestidn larvaria, la evaluaciéon de factores ambientales clave como
el fotoperiodo y la incorporacién de microorganismos con potencial probidtico capaces de

mejorar la salud larvaria y, potencialmente, aportar nutrientes esenciales.

El presente estudio se plantea como una contribucidon fundamental para cubrir estas lagunas de
conocimiento. Su desarrollo permitira generar informacién bioldgica aplicada directamente al
cultivo de A. maura, establecer estrategias de manejo basadas en las necesidades reales de la
especie y, en Ultima instancia, mejorar la supervivencia y el desempefio larvario. Esto no solo
fortalecerd la capacidad de produccién de semilla en laboratorio, sino que también impulsara la
consolidacion de la acuicultura regional mediante el aprovechamiento sustentable de un recurso

nativo de alto valor econdmico y ecoldgico.



16
4. HIPOTESIS

Con base en las mortalidades larvarias masivas que se presentan durante el proceso productivo
de semilla de A. maura en laboratorio y a la falta de conocimiento sobre los requerimientos
especificos durante su cultivo, en el presente estudio se plantea la siguiente hipdtesis: la
optimizacién del acondicionamiento gonadico de reproductores, el ajuste de pardmetros como la
dieta, el fotoperiodo y el uso de microorganismos probidticos durante las primeras etapas de
desarrollo de la especie, incrementaran la tasa de supervivencia y crecimiento larvario de A.

maura de manera significativa.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Contribuir al establecimiento de la tecnologia de cultivo larvario de Atrina maura mediante la

adecuacién secuencial de la dieta, fotoperiodo y el uso de microorganismos probidticos.

5.2 Objetivos particulares

1.

Induccidn del desove de organismos adultos de Atrina maura madurados en campo y
acondicionados en laboratorio.

Evaluar el efecto de diferentes dosis alimenticias sobre el crecimiento y la supervivencia
larvaria de A. maura.

Analizar el crecimiento y la supervivencia de larvas de A. maura alimentadas con dietas
monoalgales a base I. galbana y P. lutheri.

Determinar el indice de ingestidn larvaria de A. maura alimentada con microalgas de
diferente tamafio celular.

Evaluar el efecto del fotoperiodo sobre el crecimiento y la supervivencia de las larvas de
A. maura.

Aislar, caracterizar y seleccionar microorganismos con potencial probidtico obtenidos de
ejemplares adultos de A. maura, del sedimento y de la microalga /. galbana mediante
pruebas in vitro.

Evaluar el crecimiento en co-cultivo de los microorganismos potencialmente probidticos
seleccionados con las microalgas /. galbana y C. calcitrans mediante ensayos in vitro.
Evaluar el efecto de los microorganismos potencialmente probidticos seleccionados sobre
la supervivencia y el crecimiento larvario del callo de hacha A. maura mediante pruebas

in vivo.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Origen de los reproductores

Los ejemplares de A. maura se obtuvieron de dos localidades diferentes: la Ensenada de La Paz
(ELP) (ubicada entre los 24° 06’ y 24° 11’ Ny 110° 19’ y 110° 26’ O) y Bahia Magdalena (BM)
(ubicada entre los 25° 0’ y 24° 47" de Ny 112° 9’y 112° 4’ O) (Fig. 4)
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Figura 4. Areas de colecta de reproductores de Atrina maura.

Durante el primer semestre del afo del periodo 2023-2025, se colectaron un total de 88
organismos (2023: 65; 2024: 15; 2025: 8) mediante buceo semi auténomo (Camacho-Mondragdn,
2014; Angel et al., 2015). Se procuré colectar un intervalo amplio de tallas (12-30 cm de longitud)

con el objetivo de asegurar la captura de organismos de ambos sexos, disminuyendo la
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probabilidad de obtener organismos en transicién sexual de macho a hembra, ya que, de acuerdo
con Camacho et al., (2014), A. maura es una especie que presenta segregacion de tallas con

respecto al sexo, catalogandola como hermafrodita protandrica.

6.2 Acondicionamiento de los reproductores

El acondicionamiento de los reproductores se llevé a cabo por medio de dos sistemas. Durante la
primeratemporada (2023) se realizd a través de un sistema de flujo abierto con seis taras plasticas
de 60 L (5 organismos c/u) y un reservorio de 1500 L (Fig. 5). La calidad del agua se garantizo
mediante el uso de un filtro de arena silica, filtros de cartucho y luz ultravioleta. Para favorecer la
gametogénesis, la temperatura del agua de mar se mantuvo a 20+1 °C (Rodriguez-Jaramillo, 2004)
y fueron alimentados con una mezcla 1:1 de /. galbana y C. calcitrans a una concentracién
aproximada de 240,000 cel/mL* (INAPESCA, 2021). La limpieza del sistema de taras se realizd
previo al recambio de agua por medio de sifoneo, mientras que el tanque reservorio se lavé con
acido muriatico al 10% y agua corriente. El acondicionamiento de los organismos estuvo dividido
en cuatro lotes, dos lotes secuenciales (febrero-mayo) provenientes de ELP (25 y 16 organismos,
respectivamente) y posteriormente de mayo a junio dos lotes de BM (16 y 8 reproductores,

respectivamente).

Il d
e

Figura 5. Sistema de acondicionamiento de flujo abierto. A) Suministro de agua de mar filtrada.
B) Suministro de microalgas. C) Tanque de 1,500 litros. D) Bomba. E) Dispensador de agua de mar
y microalgas. F) Taras plasticas. G) Desagle.
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Durante la segunda y tercera temporada (2024: 15 organismos - 2025: 8 organismos), se utilizo
un sistema de acondicionamiento cerrado con recirculacion de agua (Fig. 6). Durante este

periodo, los reproductores fueron alimentados con una mezcla I. galbana and C. calcitrans (1:2)

a una concentracion de 1.5 x 10'° células/ organismo™/ dia™.

ﬂﬂlai:
o

Figura 6. Sistema de acondicionamiento con recirculacién de agua. A) Suministro de agua de mar
filtrada. B) Suministro de microalgas. C) Tanque de 1,000 litros. D) Bomba. E) Dispensador de agua
de mar y microalgas. F) Taras plasticas. G) Retorno de agua de mar.

En todos los casos el periodo de acondicionamiento fue de un promedio de un mes, y estuvo
determinado por una evaluacion visual de la maduracién sexual, basada en la observacién del
tamafio, color y textura de las génadas. La madurez fue considerada cuando las gdénadas
presentaban una textura densa y suave con la coloracién caracteristica de cada sexo (machos:

blanquecina; hembras: anaranjado-rojo).

6.3 Induccion a desove

El método utilizado para inducir al desove fue por shock térmico, el cual consiste en someterlos

a un cambio repentino en la temperatura del agua (INAPESCA, 2021).
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Los eventos de desove se llevaron a cabo en 10 ocasiones durante el periodo de febrero a junio
de 2023. Se realizaron seis desoves con reproductores provenientes de ELP: dos con organismos
recolectados directamente del ambiente natural y cuatro con organismos acondicionados
previamente en laboratorio, conforme al protocolo descrito anteriormente. Asimismo, se
efectuaron cuatro desoves con organismos de BM: dos con individuos del campo y dos con

organismos mantenidos en laboratorio.

Para los periodos 2024 y 2025, se realizaron tres y una induccidn respectivamente. En todos los

casos se utilizaron organismos provenientes de BM previamente acondicionados en laboratorio.

Debido al nimero limitado de ejemplares disponibles en el medio natural, no fue posible sacrificar
organismos para verificar el estado de madurez gonadal previo al desove; por lo tanto, se

utilizaron todos los ejemplares disponibles en cada evento de induccién.

Previo a la induccidn al desove, los organismos se lavaron meticulosamente para retirar la
epifauna adherida a la concha. Posteriormente, los organismos fueron colocados en posicion
vertical en cubetas de 20 litros de capacidad con agua a 15°C durante 20-30 minutos. Pasado este
tiempo, se colocaron inmediatamente a una cubeta con agua a 25 °C por 20-30 minutos mas. El
numero de ciclos frios y templados necesarios para inducir el desove fue determinado por el
estado de madurez de los gametos y de que los reproductores estuviesen preparados para
desovar. En caso de ser necesario se aplicaron estimulos adicionales con ovocitos o espermas
obtenidos manualmente. Este procedimiento consistid en sacrificar un organismo, al cual se le
extrajo la gdnada y por medio de un pequefio corte o rasgado de la misma se obtuvieron los
gametos y se colocaron en agua de mar filtrada para posteriormente ser afiadidos a las cubetas
de los reproductores en proceso de induccidn al desove. En los casos en que los organismos no
respondieron al estimulo en un periodo de dos o tres horas, se transfirieron a un tanque de 1,500
L, en donde permanecieron hasta el dia siguiente. Posteriormente, los organismos se trasladaron
al area de acondicionamiento y maduracién gonadica (Helm et al., 2006). En algunos casos, los
reproductores fueron sacrificados para observar su condicion de madurez gonadica mediante

histologia.
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6.3.1 Analisis macroscépico

Debido a la baja respuesta observada de los organismos a los ensayos de induccién al desove
durante 2023, se realizé un andlisis macroscdpico de los reproductores de A. maura con el
propdsito de evaluar su estado gonadal y de salud. Se analizaron un total de 47 organismos, de
los cuales 30 procedian de ELP y 17 de BM. El sexo se determind visualmente, identificando a las
hembras por la coloracién anaranjada-rojiza de la génada, mientras que los machos presentaron

una génada de tonalidad blanquecina.

Los organismos sacrificados para el andlisis macroscépico fueron fotografiados individualmente
para su identificacidn y registro, poniendo especial atencién a la condicién de melanizacién
macroscopica de sus érganos, la cual varié desde la ausencia de melanizacién hasta una

pigmentacion generalizada en los tejidos.

6.3.2 Andlisis histopatolégico y desarrollo gonadal femenino

Se realizé un analisis histopatoldgico en un total de 42 organismos de A. maura, de los cuales 27
provenian de ELP y 15 de BM. El objetivo fue clasificar el avance en madurez gonadica y
determinar la prevalencia de lesiones, parasitos y anomalias histoldgicas presentes en los tejidos

blandos de los organismos.

Se extrajeron pequefias porciones (aproximadamente 5 mm) de los tejidos blandos —gdnada,
manto, glandula digestiva, estdmago, branquias y rifidn—, las cuales fueron fijadas en soluciéon
de Davidson durante 24 horas. Posteriormente, las muestras se enjuagaron con etanol al 50% en

agua de mar filtrada y se conservaron en etanol al 70%.

La deshidratacion se realiz6 mediante un procesador de tejidos ASP 200S (Leica) utilizando una
serie ascendente de etanol (70%, 80%, 90%, 96% y 100%). Las muestras se aclararon con xileno y
fueron incluidas en Paraplast X-TRA (Sigma-Aldrich) con un centro de inclusion EG1150H vy
EG1150C (Leica). Posteriormente, se realizaron cortes de 4 um de espesor con un micrétomo

rotatorio 2155 (Leica).
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Las secciones fueron teflidas con Hematoxilina de Harris y Eosina-Floxina (H&E) segun el
protocolo descrito por Sheehan y Hrapchak (1980). Ademas, se aplicé la tincion de Fontana-
Masson (Kit KTO14-IFU, Diagnostic BioSystems) para evaluar el grado de melanizacion en los

tejidos analizados.

El estado gonadal se evaludé exclusivamente en hembras (ELP = 10; BM = 5), debido a que la
mayoria de los organismos femeninos presentaron una condicion reproductiva menos favorable

antes y durante el proceso de acondicionamiento, en comparacién con los machos.

La frecuencia de los distintos tipos de ovocitos —ovogonias, previtelogénicos, vitelogénicos,
postvitelogénicos y atrésicos— se determind mediante el andlisis digital de tres imagenes por
muestra capturadas a 40x de aumento, utilizando un microscopio éptico Leica DM4B y el software

Leica LAS para su procesamiento y cuantificacion.

6.3.3 Analisis semicuantitativo

La condicion de melanizacién macroscdpica observada en los reproductores de A. maura se
clasifico de manera semicuantitativa mediante una escala de tres niveles, en la cual, 1) no se
observé melanizacion; 2) se presentd melanizacidon parcial en los tejidos (principalmente en

manto y/o musculo) y 3) se observé una melanizacién intensa o generalizada en los tejidos.

La intensidad de las lesiones histopatoldgicas —células cafés (CC), melanizacion (MEL), infiltracidn
hemaocitica (IH), helmintos (HEL), organismos tipo Rickettsia (OTR) y organismos tipo Perkinsus
(OTP)— fue evaluada con base en el porcentaje del area afectada en las secciones histoldgicas
digitalizadas. Las imagenes fueron analizadas utilizando el software Image-Pro Premier v.9.0

(Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

La clasificacidn se realiz6 siguiendo la escala arbitraria propuesta por Villalba et al., (1993) para
lesiones inflamatorias en M. galloprovincialis, con modificaciones. El nivel de intensidad del dafio
se asignd de acuerdo con un enfoque tipo cuantil, de la siguiente manera:

e (0) =sin dafio (0%),
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e (1) =leve (£25%),
e (2) =moderado (25-75%),
e (3)=severo (>75%).

6.4 Evaluacion de la calidad de los gametos

Para evaluar la calidad de los gametos, se tomé una muestra con una pipeta y se observé bajo un
microscopio éptico a un aumento de 10x-20x. Se prestd atencidn especial a los ovocitos de
aquellas hembras que desovaron durante el primer ciclo de induccién (17-27 °C) y que ademas
desovaron chorros de ovocitos bien separados y no en racimos o grumos, ya que estos ultimos
no se fecundan bien debido a que permanecen menos tiempo en suspensién (Helm et al., 2006).
Se eligieron aquellos que adquirieron una forma esférica minutos después de estar en contacto
con el agua de mar. Con respecto a los espermatozoides, se eligieron aquellos que presentaron

una movilidad alta, lo cual es un indicador de calidad.

6.5 Procedimiento para la fecundacion

Derivado de la evaluacion de los gametos, se identificaron los ovocitos y espermatozoides de por
lo menos una hembra y un macho que presentaron las mejores caracteristicas de calidad para

continuar con la fertilizacion.

Antes de dar inicio al proceso de fecundacién, se tamizaron suavemente los ovocitos a través de
una malla de 60 micras y se filtré el esperma a través de una malla de 30 micras para eliminar
desechos fecales y cualquier residuo de tamafio mayor, generado por los reproductores durante
el desove, reduciendo el riesgo de una proliferacién bacteriana durante el proceso de cultivo

larvario.

En seguida se colocaron los ovocitos en una cubeta con agua de mar a 27 °C, se homogenizé la
mezcla de agua y espermatozoides, se tomaron aproximadamente 70 mL y posteriormente se
agregaron en la cubeta de los ovocitos. Inmediatamente después se agito lentamente la mezcla
de gametos y se tom6 una muestra para observarla al microscopio. Se evalué la cantidad de

espermatozoides presentes en la periferia de cada ovocito, ajustando la cantidad 15:1
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espermatozoides/ovocito (INAPESCA, 2021). Es importante ser cauteloso durante este paso, pues
un exceso de espermatozoides es motivo de poliespermia, que se traduce en deformacion y
mortalidad durante la primera etapa del desarrollo larvario. Una vez ajustada la proporcion
espermatozoides/ovocitos, se revisaron continuamente muestras homogenizadas durante 20-30

minutos hasta la aparicion del primer cuerpo polar por lo menos en el 80% de la muestra.

6.6 Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario se llevd a cabo en tanques de fibra de vidrio de 1000 L con agua de mar
a 27 °C, aireacion moderada constante, y una densidad de 7-10 évulos/ml (INAPESCA, 2021). Este
proceso tuvo una duracion aproximada de 20-22 horas. Transcurrido este periodo, se tomaron
muestras, las cuales fueron observadas con ayuda de un microscopio dptico a un aumento de

10x-20x con el fin de corroborar la formacidn exitosa de larvas de charnela recta o larvas D.

6.7 Cultivo larvario

Los cultivos larvarios se iniciaron con una densidad de 5 larvas-mL™, utilizando agua de mar
filtrada a 1 um, esterilizada con luz ultravioleta (UV) y manteniendo aireacién continua. El sistema
de cultivo se mantuvo a una temperatura controlada entre 24 y 26 °C y una salinidad de 37-38

Y0.

Se realizaron reemplazos totales de agua y limpieza de los tanques cada 48 horas, procurando
mantener condiciones optimas para el desarrollo larvario y minimizando la acumulaciéon de

materia organica y desechos.

6.7.1 Dosis microalgal-desarrollo larvario

Se evaluaron tres concentraciones de I. galbana: baja (5,000 células-mL™), media (10,000
células-mL™) y alta (20,000 células-mL™"; control). Cada tratamiento incluyé nueve réplicas (n =

27) empleando tanques de fibra de vidrio de 50 L.



26

6.7.1.1 Cuantificacidon de microalgas residuales

Se cuantificé diariamente la concentracién residual de microalgas. Para ello, se tomé una muestra
de 1 mL del centro de cada tanque experimental, la cual fue fijada con formaldehido al 2% y

posteriormente contada en una cdmara de Neubauer mediante microscopia dptica.

6.7.2 Dieta monoalgal—desarrollo larvario

Se evaluaron dos tratamientos con tres réplicas cada uno (n = 6): uno utilizando /. galbana
(control) y otro con P. lutheri, ambos suministrados a una concentracion de 15,000 células-mL™".
El experimento se llevd a cabo en tanques de fibra de vidrio de 1,500 L, manteniendo las

condiciones ambientales descritas previamente para los cultivos larvarios.

6.7.3 indice de ingestion

La ingestion larvaria se evalué mediante fluorescencia intestinal en larvas expuestas a /. galbana,
P. lutheri, C. calcitrans y C. muelleri (intactas y fragmentadas). Se realizaron bioensayos de corta

duracion desde el estadio D-larva (dia 1) hasta el estadio umbonado (dia 15).

Previo a cada ensayo, las larvas fueron mantenidas durante 2—6 horas en agua de mar filtrada
para favorecer el vaciado intestinal. Posteriormente, muestras duplicadas (10 larvas-mL™) se
incubaron en frascos de 1L, con aireacion continua y una concentracion de 100,000 células-mL™’

de cada microalga probada, durante 1 a 4 horas. Se incluyd un control sin microalgas.

Al término de cada prueba, las larvas se fijaron en formaldehido al 2%, y el indice de ingestidon se
determind observando 70-100 larvas por tratamiento bajo un microscopio compuesto Zeiss Axio
Lab A1 provisto de filtros especiales para detectar fluorescencia (A = 540-590 nm). Se registré el
porcentaje de individuos con coloracion intestinal rojiza como evidencia de ingestiéon. Fotografias
representativas fueron capturadas a 10x de aumento utilizando la cdmara de un teléfono Xiaomi

11 Lite 5G NE.
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6.7.3.1 Fragmentacion de microalgas

Cada cultivo de microalga fue concentrado utilizando una desnatadora de leche (Fig. 7) genérico
(VEVOR, modelo NNJ-F50) que funciona mediante centrifugacion a 10,500 rpm. El concentrado
obtenido se transfirié a tubos Falcon de 50 mL y se centrifugd durante 15 minutos a 5,000 g

(Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific, Alemania).

Figura 7. Desnatadora de leche utilizada para la concentracién de microalgas.

El pellet resultante fue resuspendido en tubos Eppendorf de 1.5 mL que contenian
aproximadamente 50 mg de esferas de vidrio. La disrupcion celular se realizé en un
homogeneizador de tejidos FastPrep® durante 3 minutos, divididos en tres ciclos de 1 minuto
intercalados con periodos de reposo de 2 minutos. Finalmente, la biomasa fragmentada se

resuspendid en agua de mar filtrada hasta alcanzar su volumen original.

6.7.4 Fotoperiodo-desarrollo larvario

Para evaluar el efecto del fotoperiodo en el crecimiento y la supervivencia larvaria de A. maura,

se establecieron dos tratamientos luminicos con diferentes regimenes de luz/oscuridad: 12:12 y
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24:0 horas, respectivamente. Cada tratamiento conté con tres réplicas, para un total de n = 6
unidades experimentales de 200 L. En esta ocasién, se alimenté con P. lutheri durante los
primeros cuatro dias y a partir del quinto dia con una mezcla de las microalgas P. lutheri e I.
galbana en una proporcion 80:20 y una densidad de 15,000-45,000 cel-mL* con reposicion de

alimento cada 24 horas.

6.7.5 Evaluacién de la cepa bacteriana seleccionada en larvas de A. maura

Se llevé a cabo un bioensayo compuesto por un tratamiento y un grupo control, cada uno con
tres réplicas alojadas en tanques de 200 L. En el tratamiento, se adiciond diariamente la cepa
bacteriana C29, aislada de la microalga I. galbana, a una concentracién de 1 x 10° unidades

formadoras de colonias (UFC).

Las condiciones de alimentacion se mantuvieron de acuerdo con lo descrito en la seccidén 6.7.4,

manteniendo ademas un régimen de luz continua durante todo el experimento.

6.7.6 Longitud celular de las microalgas

Previo a la alimentacion larvaria, se recolectaron muestras de 1 mL de cada especie de microalga,
las cuales fueron observadas y fotografiadas bajo microscopia dptica (40x). El andlisis de
imagenes se realizd utilizando el software Imagel, con el objetivo de determinar la longitud

celular de cada microalga.

En el bioensayo de dosis alimenticia, se efectué una Unica medicion sobre un total de 120 células
durante el Ultimo dia experimental. Posteriormente, se analizaron 30 células por especie para una

comparacion interespecifica detallada.

6.7.7 Medicion del crecimiento y la supervivencia larvaria

Se recolectaron muestras de 1 mL de cada tanque en los dias 1, 3, 5, 7, 9, 11 y 15, segun el
experimento realizado. La altura y longitud de la concha de 30 larvas seleccionadas
aleatoriamente se midieron cada 48 horas utilizando el software Image J (Fig. 8).

La supervivencia larvaria (%) se estimd mediante la formula:
p
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_ Ny x 100

T D

%S

donde N¢corresponde al numero final de larvas y N;al numero inicial de larvas tipo D, de acuerdo

con Miranda-Dominguez et al., (2025).

—Altura

Longitud

Figura 8. Mediciones utilizadas en larvas de bivalvos.

6.8 Aislamiento, caracterizacidn y seleccion in vitro de bacterias

Se llevd a cabo la seleccidn in vitro de cepas bacterianas aisladas a partir de adultos de A. maura,
sedimento y de los cultivos de las microalgas I. galbana y C. calcitrans. Las cepas seleccionadas
fueron posteriormente evaluadas en co-cultivo con las microalgas mencionadas, asi como con
larvas de A. maura, con el fin de determinar su compatibilidad, capacidad de supervivencia y

efectos potenciales sobre el crecimiento larvario.

La metodologia general se estructurd en dos fases:

1. Bioensayos in vitro, orientados al aislamiento, caracterizacién morfoldgica y fisiolégica de
las cepas bacterianas, asi como a la evaluacién preliminar de sus propiedades probidticas
(antagonismo frente a patdgenos, tolerancia a condiciones del medio y compatibilidad
con microalgas).

2. Bioensayos in vivo, destinados a la validacion de las cepas seleccionadas mediante su
aplicacién en cultivos larvarios experimentales de A. maura, con el propdsito de evaluar

su efecto sobre la supervivencia y crecimiento.
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6.8.1 Bioensayos in vitro
6.8.1.1 Obtencién de organismos, sedimento y microalga

Se utilizaron cinco organismos adultos silvestres provenientes de ELP, adquiridos junto con una
muestra de sedimento circundante a través de la Organizacion de Pescadores Rescatando la
Ensenada (OPRE). Las microalgas utilizadas fueron proporcionadas por el laboratorio de

produccién de alimento vivo del CIBNOR.

6.8.1.2 Aislamiento de microorganismos

La diseccion de los organismos se realizd bajo condiciones asépticas, separando los principales
organos (glandula digestiva, génada, branquias) para su posterior procesamiento. Cada tipo de
tejido se homogeneizd y macerd por separado, obteniéndose un pool representativo por tipo de
drgano a partir de todos los individuos analizados. De igual manera, las muestras de la microalga

I. galbana y de sedimento se colocaron en tubos Falcon con solucidn salina estéril al 2.5 %.

A partir de cada homogenizado, se tomd un volumen de 1 mL para realizar diluciones seriadas
(1:10,1:100y 1:1000) en tubos Eppendorf con solucidn salina al 2.5 %. Posteriormente, se efectud
la siembra por el método de dispersidn sobre la superficie de placas Petri previamente rotuladas

y preparadas con diferentes medios de cultivo sdlido:

MRS (Man, Rogosa y Sharpe), selectivo para bacterias acido lacticas.
YPD (Yeast, Peptone and Dextrose), medio especifico para levaduras.

TS (Tryptic Soy) + 2.5 % NaCl, que favorece el desarrollo de bacterias aerobias facultativas.

Las placas se incubaron a 35 °C durante 24 horas en condiciones aerobias. En el caso de las
bacterias anaerobias, la incubacion se realizdé en jarras de anaerobiosis GASPAC) (BBL) a 35 °C

durante 48-72 horas.

6.8.1.3 Caracterizacion morfoldgica de las colonias

Las colonias bacterianas obtenidas se evaluaron visualmente para registrar sus caracteristicas

morfoldgicas, incluyendo color, tamafio, forma, borde, elevacién y textura. Posteriormente, cada
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colonia con morfologia distinta fue transferida con un asa bacteriana estéril a nuevas placas
mediante el método de estrias cruzadas, utilizando el mismo medio de cultivo en el que fue
originalmente aislada. Las placas se incubaron durante 24 horas en condiciones aerobias o

anaerobias, segun las necesidades fisioldgicas de cada cepa.

6.8.1.4 Purificacion de cepas

Tras cada periodo de incubacidn, las colonias resultantes fueron nuevamente resembradas hasta
tres veces consecutivas en el medio de cultivo correspondiente, con el propdsito de obtener

cultivos axénicos.

Una vez verificada la pureza de las cepas, se realizaron cultivos masivos para su conservacion
individual. Cada cepa aislada se preservé a -80 °C en su respectivo medio de cultivo suplementado

con glicerol al 30 %, con el fin de asegurar su viabilidad y disponibilidad para ensayos posteriores.

6.8.1.5 Tincion de Gram

Se realizd la tincidn de Gram siguiendo el método descrito originalmente por Gram, 1884 para la
diferenciacién primaria de los aislados bacterianos. Este procedimiento permitio clasificar cada
microorganismo como Gram positivo (Gram+) o Gram negativo (Gram-), de acuerdo con la

retencién o pérdida del colorante primario durante el proceso.

Adicionalmente, se determind la morfologia celular caracteristica de cada cepa mediante su
observacion microscoépica, registrando las formas tipicamente descritas para bacterias: cocos,

bacilos, espirilos y espiroquetas (MacFaddin, 2003).

6.8.1.6 Confirmacidn preliminar del género Vibrio

Las cepas bacterianas clasificadas como Gram negativas fueron reactivadas en medio liquido
correspondiente al utilizado durante su aislamiento. Tras 24 horas de crecimiento, se sembraron

en placas con medio selectivo TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Sucrose Agar) con el propdsito de
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evaluar su posible pertenencia al género Vibrio. Un crecimiento positivo en el medio de cultivo

TCBS fue utilizado como criterio preliminar para su identificacion presuntiva.

6.8.1.7 Actividad antagonica

Para evaluar de manera rapida la actividad antagénica de las cepas bacterianas que dieron
negativo a la prueba de crecimiento en TCBS ante microorganismos patdégenos (V. alginolyticus-
T35 y V. parahaemolyticus-T13), se empled por duplicado el método de estria cruzada
(Lertcanawanichakul y Sawangnop, 2008). En primer lugar, la cepa bacteriana de interés
(previamente reactivada e incubada en TSB + 2.5 NaCl a 35 °C) se sembré mediante una estria
central sobre la superficie de la placa de agar y se incubd durante 24 horas a 35 °C. Una vez
transcurrido este periodo, las cepas bacterianas patégenas (previamente reactivadas e incubada
en TSB + 2.5 NaCl a 35 °C) se inocularon en la misma placa mediante estrias perpendiculares a la
estria inicial. Después de sembrar el patégeno, se dieron 48 horas de incubacién para observar

posibles antagonismos antes de ser descartado.

6.8.1.8 Actividad hemolitica

La actividad hemolitica de los aislados se evalué siguiendo la metodologia descrita por Cowan y
Steel’s (2009). A partir de cultivos en TSB suplementado con 2.5 % de NaCl, incubados durante
24 horas, se obtuvieron 50 uL de sobrenadante de cada cepa, los cuales se inocularon sobre placas
de agar sangre al 10%. Las placas se incubaron a 35 °C y se inspeccionaron a las 24 y 48 horas

posteriores.

Tras la incubacidn, se registré el tipo de hemdlisis mediante la observacion de halos o cambios de
coloracién alrededor del area de siembra. Se seleccionaron Unicamente aquellas cepas que no
presentaron halos hemoliticos, clasificadas como y-hemoliticas (no hemoliticas) o aquellas
incapaces de crecer en agar sangre. En contraste, se descartaron las cepas que mostraron halo de
degradacion caracteristico de B-hemdlisis (hemdlisis completa, halo blanquecino), asi como
aquellas con coloracion verdosa alrededor del crecimiento, indicativa de a-hemdlisis (hemdlisis

incompleta).
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6.8.1.9 Conteo y ajuste de UFC

El nimero de UFC por mililitro se determind a partir de cultivos bacterianos incubados en medio
liquido TSB + 2.5 % NaCl por 24 horas a 35 °C. Las células bacterianas fueron colectadas por
centrifugacioén (5,000 x g, 15 min, 4 °C) y el precipitado se resuspendid en solucién salina estéril
(NaCl 2.5%) para realizar dos lavados bajo las mismas condiciones de centrifugacién. Para el
conteo celular, la suspension bacteriana se ajustd a una densidad 6ptica de 1.0 en un
espectrofotémetro a una longitud de onda de 540 nm. A partir de esta suspension se realizaron
diluciones seriadas, de las cuales se sembraron 100 uL por triplicado en placas Petri con TSA
suplementado con 2.5 % de NaCl mediante el método de dispersion. Las placas se incubaron a 35
°C durante 24 horas y posteriormente se realizé el conteo de colonias para estimar la
concentracién bacteriana (UFC mL?) de cada cepa. Una vez conocido el nimero de UFC-mL?, se
ajustd la concentracidon bacteriana (C26, C29) requerida para los tratamientos experimentales

seglin corresponda (1 x 108 UFC-mL™).

6.8.1.10 Co-cultivo microorganismo-microalga

La interaccidn in vitro entre microorganismos y microalgas se evalué mediante los siguientes
tratamientos: (1) I. galbana + C26, (2) I. galbana + C29, (3) C. calcitrans + C26, y (4) C. calcitrans +
C29, manteniendo como control las microalgas sin bacterias, y las cepas en medio de cultivo TSB
+2.5% de NaCl y en medio Guillard F/2. El crecimiento individual y mixto se evalud por duplicado
mediante la inoculacién de matraces de vidrio estériles de 250 mL con un volumen final de 150
mL. En los tratamientos con bacterias se adicionaron 1 x 10%® UFC-mL™", mientras que la
concentracion inicial de las microalgas fue de 3.66 x 10° células-mL™" para I. galbana y 2.98 x 10°
células-mL™ para C. calcitrans. Las microalgas se cultivaron en agua de mar estéril enriquecida
con medio Guillard F/2 (pH 8, 24.5-26.5 °C) v silicatos para C. calcitrans, sin aireacion y bajo
iluminacién continua con lamparas fluorescentes. La densidad celular microalgal se determiné
mediante conteo en camara de Neubauer. Para la cuantificacion bacteriana, se tomaron alicuotas
de cada matraz y se realizaron diluciones seriadas en solucién salina estéril al 2.5%;
posteriormente, se sembraron 100 uL de cada dilucion por el método de dispersidn en agar TSA
+ 2.5% NaCl, en triplicado, incubando las placas a 35 °C durante 24 h para obtener el nimero de

UFC-mL™. Las muestras de todos los tratamientos fueron tomadas a los dias 2, 4 y 6 de cultivo.



34

6.9 Bioensayo in vivo

6.9.1 Evaluacion del efecto de la cepa bacteriana C29 en el crecimiento y supervivencia larvaria
de A. maura

Como parte de la evaluacidn in vivo de los microorganismos aislados, se selecciond la cepa
bacteriana C29 para realizar un bioensayo con larvas de A. maura, con el objetivo de determinar
si era capaz de mejorar su supervivencia y crecimiento. Las condiciones especificas del bioensayo

se describen en la seccidn 6.7.5.

6.10 Analisis estadistico

La relacién entre la presencia de CC y el grado de melanizacidn macroscépica en los organismos
de A. maura se evalué mediante pruebas de independencia x* de Pearson. Para ello, se
construyeron tres tablas de contingencia: una que incluyé a todos los individuos recolectados en

ambas localidades y dos adicionales correspondientes a cada sitio por separado (ELP y BM).

Con este enfoque se probd la hipétesis nula de que las tablas de contingencia se encontraban
relativamente equilibradas, es decir, que la probabilidad de obtener un individuo con un alto nivel
de CC y baja melanizacidon macroscopica era similar a la de obtener uno con las caracteristicas
opuestas. El rechazo de la hipétesis nula (P < 0.05) indicé una dependencia estadistica significativa
entre ambas variables. Este andlisis se aplicd exclusivamente a los organismos en los que se

realizd6 muestreo macroscdpico e histoldgico de manera simultanea.

Para evaluar las diferencias en el conteo de ovocitos atrésicos entre las diferentes etapas de

desarrollo y entre localidades, se aplicaron las pruebas Kruskal-Wallis y ANOVA.

Los datos de crecimiento, supervivencia larvaria y tamafio celular de las microalgas fueron
analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, una vez confirmada la no
normalidad y heterocedasticidad de los datos. En los casos donde se detectaron diferencias

significativas, se realizaron comparaciones multiples pareadas utilizando la prueba de Dunn.



35

Para evaluar el efecto del tamafio celular de las microalgas sobre la ingestion larvaria de A. maura,
considerando la altura de la concha larvaria, se ajusté un Modelo Aditivo Generalizado (MAG) con
distribucién binomial y enlace logit. La variable de respuesta correspondié a la proporcion de
ingestion (Ingestion % / 100), mientras que las variables predictoras incluyeron la altura larvaria

y el tamafio celular de la microalga, empleando funciones de suavizamiento.

El efecto de la interaccidn in vitro entre bacterias y microalgas fue evaluada a partir de un analisis
paramétrico de T de student. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software R,

version 4.3.0.
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7.RESULTADOS

7.1 Induccion al desove

De los diez intentos de induccion al desove durante 2023, Unicamente dos (20%) resultaron
exitosos. Ambos desoves exitosos provinieron de reproductores recolectados en campo (ELP =1,
BM = 1), mientras que los organismos previamente acondicionados en el laboratorio no

respondieron al estimulo de desove.

7.1.1 Analisis macroscépico

Se analizaron 47 ejemplares de callo de hacha a nivel macroscépico. De ellos, 63.83%
correspondieron a ELP y 36.17% a BM, con una proporcién de 44.70% machos, 40.50% hembras
y 10.80% de sexo indeterminado (Tabla 2).

Se identificaron tres niveles de melanizacién (Fig. 9). En ELP, 63.3% de los organismos no
presentaron melanizacién (nivel 1), mientras que 36.7% mostraron melanizacién parcial (nivel 2).

En contraste, todos los organismos de BM exhibieron melanizacion intensa (nivel 3) (Tabla 2).

Tabla 2. Andlisis macroscdpico y prevalencia de melanizacidén en reproductores de Atrina maura.
NID = Sexo no identificado; ELP = Ensenada de La Paz; BM = Bahia Magdalena.

Organismos por sexo Prevalencia (%)

Localidad Machos Hembras NID Nivel de melanizacion ELP BM
ELP 17 13 0 1 63.3 0
BM 6 6 5 2 36.7 0

- - - - 3 0 100
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Figura 9. Melanizacién de reproductores de Atrina maura. (A) Organismos sin melanizacion. (B)
Organismo con melanizacién parcial y (C y D) organismos con melanizacion total. La flecha roja
indica inflamacion del manto.

7.1.2 Anadlisis histopatoldgico

Las observaciones histoldgicas evidenciaron actividad inmunitaria en los organismos de A. maura,

indicada por la presencia de CC en todos los individuos de ambas localidades.

La MEL se observd en 62.96% de las muestras de ELP y 33.33% de las de BM, mientras que la IH

se presentd exclusivamente en el grupo de ELP (37%).
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Se identificaron tres tipos de parasitos en los tejidos de A. maura (Tabla 3). La prevalencia de
parasitos de tipo HEL fue de 40.74% en ELP y 26.7% en BM. Los OTR se detectaron en 51.85% de
los organismos de ELP y 33.33% de los de BM, mientras que la prevalencia mas baja correspondié

a OTP, con 14.81% en ELP y 6.66% en BM.

Exceptuando las CC —presentes en todos los organismos—, las lesiones tisulares fueron mas
frecuentes en las muestras de ELP. El andlisis por sexo mostré una mayor prevalencia de
indicadores de activacidon inmunitaria (CC, MELE IH) y de infecciones parasitarias (HEL, OTRy OTP)

en los machos (Tabla 3).

Tabla 3. Prevalencia (%) de lesiones histopatoldgicas en tejidos de Atrina maura.

Prevalencia (%)

Localidad Sexo

Alteraciones histopatologicas ELP BM Machos Hembras NID
Células cafés 100 100 50 40.5
Melanizacion 62.7 33.3 54.5 36.4

Infiltracién de hemocitos 37 0 70 30

Helmintos 40.7 26.7 73.3 20

Organismo tipo Rickettsia 51.9 33.33 47.4 36.8 15.8
Organismo tipo Perkinsus 14.81 6.66 5.4 2.7

Ensenada de La Paz (ELP; n = 27, machos: 15, hembras: 12), Bahia Magdalena (BM; n = 15, machos:6, hembras:5, NID: 4). NID
corresponde a organismos sin identificacidon de sexo).

7.1.3 Escala de daiio histopatologico

En los organismos de ELP, las CC se observaron con mayor frecuencia (44%) en el nivel leve de
dafo (nivel 1). En contraste, en los organismos de BM el dafio se distribuyé entre nivel moderado

(40%) y nivel severo (60%) (Fig. 10A).

La MEL con mayor intensidad (nivel 3) se registré en ELP (20%), mientras que en BM alcanzé solo
10%. En general, 56% de los organismos de ELP presentaron melanizacion de moderada a severa
intensidad (niveles 2—3), mientras que en BM 50% de los individuos no mostraron melanizacién

(Fig. 10B).
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La IH se observd Unicamente en las muestras de ELP, con distribucién en dafio leve (16%),

moderado (8%) y severo (8%) (Fig. 10C).

La infeccion por HEL fue leve (nivel 1) en ambas localidades, aunque con mayor frecuencia en ELP
(44%) (Fig. 10D). En ELP, la infeccidn por OTR se detectd en los cuatro niveles de dafio (0—3), con
40% de las lesiones en nivel moderado (nivel 2). En BM, 30% de los organismos mostraron

infecciones moderadas (nivel 2) y 20% severas (nivel 3) (Fig. 10E).

Finalmente, la lesion histopatoldgica con menor intensidad correspondié a OTP, con 4% de dafio

severo (nivel 3) y 10% de dafio moderado (nivel 2) en ELP y BM, respectivamente (Fig. 10F).
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Figura 10. Frecuencia de los niveles de lesiones en reproductores de Atrina maura de la Ensenada
de La Paz y Bahia Magdalena.

7.1.4 Descripcidn de las lesiones histopatoldgicas

La revision de los tejidos tefiidos con Hematoxilina y Eosina reveld una fuerte respuesta

inmunitaria ante el estrés ambiental en A. maura, evidenciada por la abundante presencia de CC

cerca de los parasitos, observandose grandes agrupaciones principalmente en el tejido conectivo

del manto (Fig. 11A), el rifién (Fig. 11B) y las génadas (Fig. 11A, B). Asimismo, se observaron casos

de CC fagocitando melanina del manto (Fig. 11D).
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Otra estrategia de defensa observada fue la intensa MEL localizada exclusivamente en las células
epiteliales del manto, las cuales mostraron una coloracién marrén oscura a negra (Fig. 11C, D).
Una respuesta inflamatoria, manifestada como IH, se detecté en menor medida, principalmente

en tejidos del manto y gdénadas.

Figura 11. Microfotografias de la respuesta inmunitaria en Atrina maura. (A) Células cafés
agregadas en el tejido del manto; (B) Células cafés agregadas en el rifién; (C, D) Melanizacién en
el tejido del manto. Secciones de parafina con hematoxilina y eosina (A, B, D) y Fontana-Masson
(C); CC = células cafés; MEL = melanizacidn. La flecha amarilla indica células cafés fagocitando la
melanina observada en el epitelio del manto.

Se identificd una baja prevalencia de infeccidn por parasitos tipo HEL en el tejido conectivo de las
gbénadas (Fig. 12A) y del manto (Fig. 12B, C). En la mayoria de los casos, las CC rodeaban a los

pardsitos, sugiriendo una respuesta inmune activa.
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En diferentes partes del epitelio de A. maura, principalmente en el manto (Fig. 12D, E), se
detectaron grupos de organismos con afinidad eosinofilica (acidéfila) compatibles con OTR, los
cuales también se observaron en el estémago (Fig. 12F), mostrando variaciones en forma, tamafio
y coloracién. Se identificaron estructuras compatibles con OTP, aparentemente en una etapa
inmadura de desarrollo (Fig. 12G). Esta posible infeccidn por OTP se observé en el manto y rifidn,

en algunos casos acompafnada de una respuesta inflamatoria intensa con fuerte IH (Fig. 12G).
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Figura 12. Microfotografias que muestran infecciones parasitarias en Atrina maura. (A y B)
ilustran un helminto (HEL) dentro de la génada, (C) muestra un HEL en el manto. (D y E) muestran
organismos tipo Rickettsia (OTR) en el manto, y (F) muestra OTR en el estémago. (G) muestra
organismos similares a Perkinsus (OTP).
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7.1.5 Degeneracion gonadal

El examen microscépico de las gédnadas de hembras de A. maura reveld una alta prevalencia de
ovocitos con deterioro estructural (atresia), principalmente durante las fases de vitelogénesis y
postvitelogénesis (Fig. 13). La degeneracidn ovocitaria se evidencid por la pérdida de la forma

esférica, la desintegracién del material nuclear y la ruptura de la membrana citoplasmatica.

Figura 13. Microfotografias de secciones histolégicas de génadas femeninas de Atrina maura.
Secciones de parafina, tincion con hematoxilina y eosina; OA = ovocitos atrésicos; CC = células
cafés; MTL = material tipo lipofuscinas; OPV = ovocitos postvitelogénicos; OV = ovocitos
vitelogénicos.

La presencia de atresia estuvo acompaiada por IH y CC, asi como por la aparicién de material
similar a lipofuscina. El porcentaje promedio mas alto de ovocitos atrésicos se registré en

organismos de ELP (39%), mientras que en BM fue de 35% (Fig. 14).
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Figura 14. Frecuencias relativas de las distintas etapas de desarrollo de los ovocitos y atresia en
organismos de Atrina maura de la Ensenada de La Paz (lotes 1y 2) y Bahia Magdalena (lotes 3 y
4). OG = oogonias; OP = ovocitos previtelogénicos; OV = ovocitos vitelogénicos; OPV = ovocitos
postvitelogénicos; OA = ovocitos en atresia.

El porcentaje de foliculos degenerados vario entre 9.9% y 62% en ELP, y entre 16.3% y 72.6% en

BM, dependiendo de la etapa de desarrollo ovocitario.

El analisis estadistico mostro diferencias significativas en el nimero de ovocitos segun su etapa
de desarrollo en ELP (H4,60 = 40.977; P < 0.05), mientras que en BM no se observaron diferencias
significativas (Ha4,25 = 6.6575; P=0.1551), a pesar de presentar una mayor proporcion de ovocitos
en degeneracién. El andlisis de varianza no mostré diferencias significativas en el grado de atresia

entre localidades (P = 0.401).

7.2 Dosis microalgal-desarrollo larvario

La altura promedio de la concha (AC) de A. maura mostrd un incremento sostenido hasta el dia

5, seguido de una disminucion en el dia 7 (Fig. 15A-B). Las dosis media y alta mostraron tallas
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similares entre ellas y mayores en comparacién con la dosis baja, la cual registré el menor
crecimiento. En los dias 3y 7, las tallas promedio de AC fueron de 83.81 y 90.11 um (dosis baja),
92.07 y 92.72 um (dosis media), y 91.22 y 93.40 um (dosis alta), respectivamente. Las tallas
promedio de la longitud de la concha (LC) en los dias 3y 7 fueron de 66.80y 72.18 um (dosis baja),
69.97 y 75.18 um (dosis media), y 70.86 y 75.09 um (dosis alta), respectivamente. Se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos para AC (H,,2430 = 94.68, P < 0.05) y LC (H,,2430 =
81.92, P < 0.05). La dosis baja fue significativamente diferente de las dosis media y alta (P < 0.05),

mientras que no se encontraron diferencias significativas entre estas ultimas (P = 0.627).

Se observd una alta mortalidad larval en todos los tratamientos a lo largo del experimento (Fig.
15C). Las densidades iniciales de 5 larvas/mL?! (100%) descendieron hasta valores minimos de
0.04 larvas'mL™? (0.8%) en el dia 7. La dosis media presentd ligeramente mayores valores de
supervivencia, con un maximo de 4.88 larvas-mL* (dia 3) y un promedio general de 0.99 larvas-mL-
1, adiferencia del 0.81 y 0.76 larvas-mL™ para las dosis alta y baja, respectivamente. Sin embargo,

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (H,,81 = 0.341; P = 0.843).
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Figura 15. Efecto de la dosis de microalgal en larvas de Atrina maura durante el cultivo larvario.
Mediana, percentiles 25y 75 %, minimo, maximo y valores atipicos (puntos negros) de A) altura
promedio de la concha (um), B) largo promedio de la concha (um) y C) tasas de supervivencia (%).
Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos por dia

El andlisis del alimento residual mostré una baja ingestién por parte de las larvas de A. maura,
con porcentajes superiores al 90% en todos los tratamientos (Fig. 16A). Los valores promedio
fueron de 4,722.2 cel-mL* (94.4 %) para la dosis baja, 9,444.4 cel-mL™ (94.4 %) para la dosis media
y 18,194.4 cel-mL* (91 %) para la dosis alta, observandose incluso excedentes en algunos casos.

Por otro lado, el tamafio celular de I. galbana (Fig. 16B), se registré un promedio de 4.8 um, con
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la mayoria de las células entre 4 y 5.5 um, mientras que solo el 7.5% presenté un tamafio inferior

adpum.
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Figura 16. A) Valor promedio de la microalga residual (cel/mL?) en cada tratamiento, expresado
como porcentaje del alimento suministrado (/sochrysis galbana) durante el cultivo larvario de
Atrina maura. Las barras verticales de error denotan la desviacién estandar. B) Distribucion del
tamafio celular de I. galbana. La linea vertical punteada denota el tamafio celular hipotético
adecuado de las microalgas que ingieren las larvas de A. maura.

7.3 Dieta monoalgal—-desarrollo larvario

El analisis general del crecimiento larvario durante el comparativo de las microalgas /. galbana y
P. lutheri mostré diferencias significativas en la AC (Hy,1260 = 8.51; P < 0.05) (Fig. 17A) y LC (Fig.
17B) (H4, 1260 = 4.53; P < 0.05), dando mejores resultados la especie P. lutheri.
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En el tratamiento con I. galbana, la AC promedio varié entre 79.2 y 102 um en los dias 3 y 15,
respectivamente. La LC presentd un promedio de 64.44 y 99.05 um en los mismos dias. La
microalga P. lutheri dio lugar a tallas promedio de 80.0 y 103.45 um en la AC en los dias 3 y 15,

respectivamente. La LC promedio oscild entre 66.50 y 101.47 um en los dias 3y 15.

La supervivencia promedio (Fig. 17C) no mostrd diferencias significativas entre tratamientos
(H1,20 = 0.207; P = 0.6488), aunque pareciera haber una tendencia a mayores valores en el grupo
alimentado con P. lutheri a lo largo del bioensayo, especialmente en el dia 5, donde se registraron

valores de 89.5 % con P. lutheriy 71 % con I. galbana.

El tamafio celular promedio de las microalgas (Fig. 17D) presentd variaciones durante el
experimento. A pesar de esto, se detectaron diferencias significativas entre especies (H,560 =
63.389; P < 0.05), siendo P. lutheri (X=3.9 um) significativamente mdas pequefia que I. galbana
(X=4.5 um).
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Figura 17. Crecimiento larvario de Atrina maura alimentadas con dos dietas diferentes a base de
las microalgas: Isochrysis galbana (ISO) y Pavlova lutheri (PAV). Mediana, percentiles 25y 75 %,
minimo, maximo y valores atipicos de A) altura de la concha (um), B) longitud de la concha (um),
C) tasas de supervivencia larvaria (%) y D) tamafio celular de cada microalga (um) durante el
periodo de cultivo. Las letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos por dia
de valuacion (P < 0.05).

7.4 indice de ingestién

El indice de ingestidn indica que las larvas de A. maura ingieren de manera mas eficiente las
microalgas de menor tamano, mientras que la capacidad de ingestion se reduce a medida que el
tamanio de la particula se incrementa (Tabla 4), principalmente durante los primeros dias. En este
sentido, la microalga P. lutheri resultd ser la especie con mayor indice de ingestion (65.23%-

87.16%), mientras que C. muelleri fue la menos ingerida (12.45%).
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Tabla 4. indice de ingestién de larvas veliger-umbonadas de Atrina maura en relacién con el tamafio celular de las microalgas. Altura
promedio larvaria (APL), Ingestion larvaria (IL), Tiempo de alimentacion (TA).

Tamaiio de célula (um) Edad
Especie microalga Cddigo APL (um) IL (%) TA (minutos)
Minimo Maximo Media Mediana (dias)
Isochrysis galbana  1SO 2.34 5.98 3.93 4.14 2 58.52 40.58 240
2.76 5.06 3.76 3.71 9 87.16 83.02 60
1.84 3.63 3.63 3.68 2 61.27 73.53 60
2.76 5.08 3.95 3.79 11 107.91 61.48 60
Isochrysis galbana* 1SO F 1.38 5.20 3.01 2.78 2 61.27 89.15 60
1.03 5.80 3.04 2.97 11 107.91 74.175 60

Pavlova lutheri PAV 1.84 5.14 3.44 3.46 2 58.52 77.55 240
2.30 5.08 3.55 3.68 9 87.16 87.16 60
1.66 5.38 3.83 3.94 15 113.92 81.85 60




Pavlova lutheri

Chaetoceros

calcitrans

Chaetoceros

muelleri

Chaetoceros

muelleri

PAV F

CAL 3.22 7.81 5.0 4.65 9 87.16 52.37 60
3.22 6.63 4.9 4.92 15 113.92 77 60

MUE 3.68 10.21 6.06 6.02 11 107.91 12.45 60

MUEF 1.45 7.81 3.18 2.48 11 107.91 41.61 60

Nota: los colores sombreados indican comparaciones simultdneas de cultivos larvarios. La letra (F) indica microalgas fragmentadas.
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Durante el primer dia de cultivo, no se registré ingesta de ninguna de las microalgas utilizadas,
tanto en su forma integra, como en su forma fragmentada. Durante el dia dos, una media de
49.32 % ingirieron I. galbana (Fig. 18A), mientras que con P. lutheri fue de 71.39 % (Fig. 18B). El
uso de microalgas bajo un proceso de fragmentacidn incrementé el porcentaje de ingesta. En el
dia 11, la microalga de mayor tamafio utilizada, C. muelleri fue ingerida en un 12.45% (Fig. 18C)
en su formaintegray en un 41.61% (Fig. 18D) fragmentada. Durante el dia 15, las larvas umbadas
incrementan su capacidad de ingerir alimento de mayor tamafio. En este sentido, el porcentaje
de ingestion fue similar con la microalga C. calcitrans (77%, Fig. 18E) y con P. lutheri (81.85, Fig.
18F). Sin embargo, se puede observar una fluorescencia mas intensa con P. lutheri con respecto

al. galbana.
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Figura 18. Ingestion de microalgas en larvas de Atrina maura (10x). Larvas veliger de dos dias
alimentadas con (A) Isochrysis galbana y (B) Pavlova lutheri. Larvas umbonadas tempranas (11
dias) alimentadas con (C) Chaetoceros muelleriy (D) C. muelleri fragmentada. Larvas umbonadas
(15 dias) alimentadas con (E) Chaetoceros calcitrans y (F) Pavlova lutheri.
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El MAG explico el 57% de la variabilidad en la ingestién larvaria. Los términos suavizados
mostraron efectos no lineales significativos para I. galbana fragmentada, C. muelleriy la AC de las
larvas (P <0.05, Tabla 5). En contraste, C. calcitrans, I. galbana, C. muelleri fragmentaday P. lutheri
no presentaron efectos significativos en el indice de ingesta. De manera general, el porcentaje de

ingesta se vio relacionado fuertemente con el tamafio de la microalga (Fig. 19A) y la AC (Fig. 19B).

Tabla 5. Grados efectivos de libertad (gle) y valores p para los términos suavizados del Modelo
Aditivo Generalizado (GAM) de la ingestidn larval de Atrina maura, categorizado por la especie
de microalga, el tamario de particula y la altura promedio de la concha larval.

Variables independientes Codigo gle Valor de P
Chaetoceros calcitrans CAL 1.000 0.49164
Isochrysis galbana ISO 1.000 0.89201
Isochrysis galbana ISOF 3.875 0.00353
Chaetoceros muelleri MUE 2.939 1.72 e-06
Chaetoceros muelleri MUE F 1.26 0.53535
Pavlova lutheri PAV 2.579 0.19131
Altura de la concha AC 2.801 1.92 e-07

(F) Indica un proceso de fragmentacion. gel= grados de libertad efectivos. Valores
de P en negrita indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05).
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Figura 19. Figuras de efectos parciales del Modelo Aditivo Generalizado (MAG) de la proporcién
de larvas de Atrina maua que ingirieron especies de microalgas (imagen superior) en relaciéon con
la altura de la concha de las larvas (imagen inferior). Las areas sombreadas indican intervalos de
confianza del 95 % en torno a las funciones suavizadas ajustadas.

7.5 Fotoperiodo-desarrollo larvario

Las tallas larvales mostraron variaciones significativas segun el fotoperiodo aplicado. En el
tratamiento de luz continua (24:0), la AC oscilé entre 65.69 y 128.42 um, con un promedio de
83.36 um en el dia 3, aumentando hasta 104.85 um en el dia 13. Para el fotoperiodo 12:12, la AC
varié entre 62.38 y 113.62 um, con promedios de 84.37 um y 99.53 um en los dias 3 y 13,

respectivamente (Fig. 20A).

En cuanto a la LC, el tratamiento 24:0 presentd un rango de 57.19 a 126.29 um, con promedios
de 67.41 um en el dia 3 y 104.86 um en el dia 13. Para el fotoperiodo 12:12, la LC oscild entre
59.11 y 133.86 um, con tallas promedio de 67.43 um y 98.59 um en los dias 3 y 13,

respectivamente (Fig. 20B).
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En el analisis general, se encontraron diferencias significativas entre tratamientos tanto para la
AC (H4,1080 = 7.97; P< 0.05) como para LC (H,,1080 = 6.27; P< 0.05), siendo la luz continua (24:0)
la condicion que favorecid un mayor crecimiento larvario. A pesar de que la supervivencia fue
mayor en el tratamiento 24:0 durante todas las evaluaciones, no se encontraron diferencias
significativas (Fig. 20 C) entre los diferentes regimenes de luz analizados (H1,24=1.1585;

P=0.2818).
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Figura 20. Efecto del fotoperiodo en el crecimiento y supervivencia larvaria de Atrina maura.
Mediana, percentiles 25y 75 %, minimo, maximo y valores atipicos de A) altura de la concha (um),
B) longitud de la concha (um) y C) tasas de supervivencia larvaria. Las letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos por dia de valuacion (P < 0.05).
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7.6 Bioensayos in vitro
7.6.1 Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas

Se aislaron y purificaron un total de 28 cepas bacterianas, de los cuales 12 se obtuvieron del tejido

de gdénada, 10 de glandula digestiva, 2 de branquia, 3 de sedimento y 1 de la microalga I. galbana.

7.6.2 Caracterizacion inicial de las cepas seleccionadas

La prueba de tincion de Gram aplicada a las cepas purificadas mostré que el 89 % (25)
correspondié a bacterias Gram negativas, mientras que el 11 % (3) fueron Gram positivas.
Posteriormente, las pruebas para la deteccion de Vibrio spp. realizadas sobre las cepas Gram

negativas resultaron positivas en un 72 % (18 cepas).

La prueba de hemdlisis mostrd que el 42.9 presentd una hemdlisis tipo Alpha (a), el 10.71 % un
crecimiento con hemdlisis completa tipo Beta (B), el 35.71 % exhibié hemdlisis gama (y, Gram
positivas) y el 10.7 % no presentd hemolisis (sin crecimiento). La prueba de antagonismo fue

negativa en el 100 % de los casos (Fig. 21).

Finalmente, se seleccionaron dos cepas bacterianas (Tabla 6), la cepa C26 registré un crecimiento
maximo de 1.8 X 10° UFC-mL™ en 24 horas, considerablemente menor al observado en la cepa

C29, que alcanz6 3.7 X 10° UFC-mL™.
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Figura 21. Prueba de antagonismo por el método de estria cruzada. Las lineas verticales
corresponden a las cepas patogenas: Vibrio algynolyticus (va), Vibrio parahemolyticus (vp). Las
lineas horizontales en el centro de la caja corresponden a la cepa en prueba, en este caso C29.

Tabla 6. Caracterizacidon fenotipica y funcional de las cepas bacterianas seleccionadas, incluyendo
tincion de Gram, morfologia, crecimiento en TCBS, actividad hemolitica, antagonismo, UFC y
origen.

Tincion de Actividad
Cepa Origen Gram Forma TCBS hemolitica Antagonismo UFC-mL*
C26 Sedimento Gram (+) Pediococcus (-) Y Negativo 1.8 X10°
C29 I galbana  Gram (+) Cocos (-) Y Negativo 3.7X10°

7.6.3 Interacciéon microalga-bacteria

La interaccién entre las microalgas y las cepas bacterianas evaluadas mostrd efectos
diferenciados para cada combinacion. En I. galbana, la adicion de ambas bacterias promovid un
crecimiento significativamente mayor con respecto al control durante el dia 2 del bioensayo (P <
0.05). La cepa C26 mantuvo una tendencia de mayor beneficio a lo largo del experimento; sin

embargo, en los muestreos posteriores no se detectaron diferencias significativas (Fig. 22).
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Figura 22. Evaluacién del crecimiento microalgal en el co-cultivo in vitro de la microalga Isochrysis

galbana con las cepas bacterianas C26 y C29. Las barras de error denotan la desviacidn estandar
y los asteriscos diferencias significativas entre tratamientos por dia.

En contraste, el crecimiento de C. calcitrans disminuyé de manera significativa (P < 0.05)
Unicamente en su interaccidon con la cepa C26 durante el primer dia de evaluacién (Fig. 23).
Aunque la cepa C29 mostrd una tendencia a promover un mayor crecimiento de esta microalga,

las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Figura 23. Evaluaciéon del crecimiento microalgal en el co-cultivo in vitro de la microalga
Chaetoceros calcitrans con las cepas bacterianas C26 y C29. Las barras de error denotan la
desviacidn estandar y los asteriscos diferencias significativas entre tratamientos por dia.

En cuanto al crecimiento bacteriano, la concentraciéon de UFC:mL™ de la cepa C29 en co-cultivo
con ambas microalgas presentd una disminucion progresiva lo largo del bioensayo, aunque se
mantuvo siempre por encima del inéculo inicial (1 x 108 UFC-mL™). La cepa C26 mostré un patrdn
similar, aunque con un crecimiento mas limitado, particularmente en su interaccion con C.

calcitrans, donde al final del bioensayo presenté valores inferiores al indculo inicial (Fig. 24).
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Figura 24. Evaluacion de la concentracién de UFC mL™ en co-cultivo con las microalgas Isochrysis
galbana y Chaetoceros calcitrans. Las barras de error denotan la desviacidon estandar y los
asteriscos diferencias significativas entre tratamientos por dia.

Los cultivos control en TSB (Fig. 25) y en medio Guillard F/2 (Fig. 26) mostraron comportamientos
contrastantes. Mientras que en TSB el crecimiento bacteriano fue muy superior al observado en
cualquier interaccidn con microalgas, en el medio F/2 ambas cepas fueron incapaces de prosperar

en ausencia de microalgas.
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Figura 25. Concentracion de las UFC mLde las cepas C26 y C29 inoculadas en medio de cultivo
TSB. Las barras de error denotan la desviacion estandar.
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Figura 26. Concentracién de las UFC mL de las cepas C26 y C29 inoculadas en medio de cultivo
de Guillard F/2. Las barras de error denotan la desviacidn estandar.
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7.7 Bioensayos in vivo
7.7.1 Efecto de la cepa C29 en el desarrollo larvario de A. maura

El bioensayo in vivo con larvas de A. maura y la cepa C29 mostro diferencias significativas en el
crecimiento de la AC (H,720= 19.102; P< 0.05) (fig. 27A) y el LC (H,,720= 6.9079; P< 0.05) (Fig.
27B), siendo superior en aquellas unidades experimentales adicionadas con la suspension
bacteriana. Por otro lado, el crecimiento de AC y LC no mostrd diferencias significativas en el
analisis por dia de evaluacién, a excepcion de la AC en el dia 5, en dénde el grupo control mostré
un crecimiento superior (H,180= 10.639; P< 0.05). Durante el cultivo larvario se observd una
mortalidad significativa en el grupo control, principalmente en larvas de tallas menores, lo que
llevé a desechar una réplica en el séptimo dia de evaluacién. Con base en estos resultados, la
supervivencia mostré diferencias significativas en el analisis general (H, 12= 8.3368; P< 0.05) (fig.

27C) y en el analisis por dia.
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Figura 27. Evaluacion del crecimiento larvario en conjunto con la cepa bacteriana C29. Mediana,
percentiles 25 y 75 %, minimo, maximo y valores atipicos de A) altura de la concha (um), B)
longitud de la concha (um) y C) tasas de supervivencia larvaria (%) durante el periodo de cultivo.

Las letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos por dia de valuacion (P <
0.05).
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8. DISCUSION
8.1 Acondicionamiento e induccidn del desove de los reproductores

A pesar del riguroso régimen de acondicionamiento aplicado a los reproductores de A. maura, el
proceso de induccion al desove fue ineficaz en los animales mantenidos en laboratorio. En
contraste, la induccién al desove fue mas exitosa en organismos madurados bajo condiciones
naturales, logrando dos desoves exitosos (machos y hembras). Estos resultados difieren de los
reportados, en los cuales A. maura obtuvo gametos de mejor calidad y cultivos larvarios
favorables a partir de organismos sometidos a condiciones similares de laboratorio a las del

presente estudio (Robles-Mungaray, 2004; Rodriguez-Jaramillo, 2004).

La limitada respuesta de los organismos a los estimulos térmicos aplicados estuvo acompafiada
de una melanizacién de los tejidos observada tanto en organismos silvestres recién capturados
como en aquellos sometidos a periodos prolongados de acondicionamiento en el laboratorio,
independientemente de su procedencia. No obstante, el lote de reproductores de BM presenté
una produccion de melanina mas intensa. En los moluscos, la melanizacidon del manto es un
proceso comun durante la formacion de la concha (Waite y Wilbur, 1976). Todos los epitelios
paleales, particularmente el epitelio externo del manto en contacto directo con la superficie
interna de la concha y los tejidos mucosos en la interfaz con el medio ambiente externo de los

organismos, han sido observados como participantes en la melanizacion (Allam y Raftos, 2015).

La melanizacién es un mecanismo de defensa inmune innato en invertebrados que limita
eficazmente la propagacién de infecciones mediante la cicatrizacion de heridas y la encapsulacion
de entidades extranas. En ciertos casos, el proceso inmunoldgico de formacion del nacar se inicia
para proteger el manto frente a infecciones causadas por cuerpos externos (Mufioz et al., 2006;
Allam y Raftos, 2015). Esta hipdtesis se ve respaldada por reportes documentados de una

respuesta a infeccién por trematodos en M. edulis (Jameson y Nicoll, 1913).

Histoldgicamente, la MEL en A. maura se observd predominantemente en individuos infectados
con OTR, HEL y OTP. Este hallazgo sugiere una respuesta inmune frente a una infeccién analoga

a la reportada en C. virginica y R. philippinarum. En estas especies, la sintesis de melanina en el
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manto es una caracteristica distintiva de las respuestas inmunes ante la enfermedad del ostién
por Roseovarius y la enfermedad del anillo marrén en la almeja (Ford y Borrero, 2001; Paillard et

al., 2004).

De manera similar, la respuesta inflamatoria que sigue a una lesion celular se considera un
mecanismo de defensa local dentro del tejido huésped (Cone, 2001). Estos mecanismos requieren
una cantidad significativa de energia derivada de aquella destinada al metabolismo basal,
crecimiento y/o reproduccidn. Los organismos pueden experimentar una reduccién en su
esfuerzo reproductivo a lo largo del tiempo, afectando asi el reclutamiento poblacional (Luna et
al., 2017). Los habitos filtradores de los moluscos bivalvos resultan en la exposicién y potencial
acumulacién de una amplia variedad de microorganismos (Zannella et al., 2017). Esta
acumulacién, junto con la exposicion a un amplio espectro de estresores ambientales —
incluyendo la fluctuacidn estacional de temperatura—, tiene el potencial de comprometer el
sistema inmunolégico de los bivalvos y aumentar la probabilidad de transmisién de enfermedades

(Thieltges y Rick, 2006; Rahman et al., 2019).

A través de observaciones histoldgicas, el presente estudio identificé diversas infecciones que
pueden comprometer la salud de A. maura. De esta manera, la gran cantidad de agregaciones de
CC encontradas en el tejido conectivo de todos los organismos estudiados, asi como la intensa
melanizacién observada a nivel macroscépico, pueden respaldar una respuesta inmune efectiva
en A. maura. No obstante, la razén del incremento de CC asociados con diversas condiciones
histopatoldgicas sigue siendo incierta. Por lo tanto, es posible que dicha acumulacién contribuya
a la desintoxicacién de productos metabdlicos generados durante una respuesta inflamatoria
(Zaroogian y Yevich, 1994). La funcidn mas significativa atribuida a las CC en el contexto de la
defensa interna es su papel en la eliminacidn de productos de degradacién de parasitos muertos
o moribundos, asi como de subproductos metabdlicos de parasitos activos. En este sentido,
algunos estudios han observado un incremento de la pigmentacion en C. virginica y otros ostiones
infestados con anélidos del género Polydora y el cangrejo del ostion Pinnotheres ostreum, similar

a las infecciones encontradas en el presente estudio por HEL, OTR y OTP.
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Las agregaciones de CC contienen melanina o material similar a la lipofuscina, y previamente se
han documentado como un mecanismo defensivo frente a la infeccion del tejido gonadal de A.
maura por el nematodo Echinocephalus pseudouncinatus en la Peninsula de Baja California,
México (Camacho et al., 2023). De igual manera, las CC actian como indicadores de estrés por
metales y otros contaminantes (Zorita et al., 2006; Arrighetti et al., 2019), como se ha observado
en la almeja Megapitaria squalida, y en el ostion C. virginica, que habitan en ambientes altamente

contaminados (Yee-Duarte et al., 2024).

Por otro lado, cada vez hay mads reportes de que los hemocitos circulantes que participan en la
defensa interna inmune estan asociados a las superficies mucosas en las interacciones con
microbios. Se les ha encontrado en abundancia en los compartimentos periféricos, como la
cavidad extrapalial de los bivalvos (espacio entre el manto y la concha), donde se les atribuye una
proteccion inmunitaria, ya que realizan fagocitosis de particulas bidticas y abidticas y de secrecién
de compuestos hidroliticos y antimicrobianos. Ahi también participan en la biomineralizacién y la

deposicidn de la concha ya que pueden realizar migracién transepitelial (Allam y Raftos, 2015).

Por primera vez, el presente estudio encontrd que los OTR con afinidad eosinofilica (aciddéfilos)
en A. maura son capaces de causar dafo en el epitelio del manto, branquias, tracto y glandula
digestivos, tal como se ha reportado en C. gigas (Carvalho et al., 2018). Finalmente, se detectaron
células de OTP, aunque con baja prevalencia, en algunos tejidos de A. maura. Aunque seran
necesarios analisis moleculares para confirmar la identidad de estas células, el protozoo parasito
Perkinsus marinus ha sido hallado en otras muestras de A. maura asi como en otras especies de
bivalvos en la region (Caceres et al., 2008; Enriquez-Espinoza et al., 2010; Caceres et al., 2012;
Goéngora et al., 2016). Historicamente, este parasito ha causado mortalidades masivas en el ostiéon
C. virginica (Andrews, 1988; Burreson, 1991). A pesar de la observacion de infeccion por varios
parasitos, no se registréo mortalidad en el sistema de acondicionamiento de reproductores de A.

maura.

Aun cuando en este estudio no se realizé un analisis reproductivo exhaustivo de A. maura, dado

gue no era su objetivo principal, se observé que el 100% de las hembras (ELP = 10, BM = 5)
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presentaron reabsorciéon de gametos de febrero a junio. Estudios previos han documentado
porcentajes bajos (14%—36%) de organismos de A. maura de la ELP en etapa de reabsorcion de
mayo a julio, con un 10% de hembras de BM en la misma etapa durante junio (Camacho-
Mondragdn, 2014). El porcentaje de organismos en fase de degeneracion se ha observado que
aumenta significativamente a partir de los 25°C, tanto en condiciones de laboratorio (Rodriguez-
Jaramillo, 2004) como naturales (Camacho-Mondragén, 2014), alcanzando el 100% de los

animales durante la temporada calida.

Los hallazgos indican que un estado de salud comprometido en A. maura podria inducir la
reabsorcién de gametos como un mecanismo potencial para reponer energia durante los
procesos de proteccion inmune. Este fendmeno podria ejercer un efecto negativo sobre la

induccion al desove y, en consecuencia, sobre el desarrollo acuicola de la especie.

En consecuencia, se recomienda realizar una evaluacion del estado de salud de este recurso en el
noroeste de México, con el objetivo de seleccionar organismos sanos para el desarrollo de

tecnologia destinada a la produccién de A. maura en laboratorios de cultivo.

8.2 Dosis, dieta e indice de ingestion

Aunque la produccién de semilla de A. maura en condiciones controladas se ha intentado desde
la década de 1970, el presente estudio confirma que las metodologias cominmente aplicadas
aun presentan limitaciones importantes (Chavez-Villalba et al., 2022), particularmente aquellas
derivadas de protocolos disefiados para otras especies, como C. gigas (Escamilla et al., 2017), los
cuales no satisfacen completamente los requerimientos biolégicos de A. maura. Nuestros
hallazgos demuestran que la cantidad y tipo de alimento suministrado durante la etapa larval son
factores criticos que influyen directamente en el crecimiento y la supervivencia, reforzando la
necesidad de generar estrategias de alimentacidn especificas para larvas de pinnidos, con especial

atencion en el callo de hacha A. maura.

Los resultados muestran que la dosis de alimento, el tamafio de particula y la talla larval influyen

significativamente en el crecimiento y la ingestién durante las primeras etapas del desarrollo de
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A. maura. La respuesta observada al gradiente de alimentacion indica un nivel de saturacion
cercano a 10,000 células-mL™" (dosis media), en el cual las larvas alcanzaron tallas comparables a
las obtenidas con la dosis alta (20,000 células-mL™). Este patron sugiere que aumentos adicionales
en la concentracion de alimento no mejoran el crecimiento, lo cual coincide con observaciones
en otros bivalvos, donde las tasas de ingestion se estabilizan una vez alcanzada la concentraciéon
6ptima (Rico et al., 2009; Angel et al., 2021). Sin embargo, el nivel de saturacién especifico varia
entre especies. Por ejemplo, M. mercenaria (Gallager, 1988), Patinopecten yessoensis
(MacDonald, 1988) y C. virginica (Baldwin y Newell, 1995) presentan umbrales de saturacion
relativamente bajos (10-40 células puL™, T-ISO), mientras que Ostrea edulis (Crisp et al., 1985) y
R. decussatus (Pérez-Camacho et al., 1994) alcanzan la saturacidn a concentraciones mas altas
(200-250 células puL™ usando P. lutheri o I. galbana). Estas diferencias interespecificas reflejan
variaciones en la adquisiciéon de energia y en la capacidad de filtracion. En A. maura, el
crecimiento similar entre las dosis media y alta sugiere que un rango intermedio podria
representar el nivel de alimentacién éptimo, mejorando la gestidén alimenticia y minimizando las

particulas no ingeridas en los sistemas de cultivo.

La supervivencia a lo largo del bioensayo fue baja en todos los tratamientos, con una mortalidad
acumulada superior al 99% al dia 7. Este resultado concuerda con reportes previos para larvas de
pinnidos, las cuales histéricamente presentan alta mortalidad bajo condiciones controladas
(Robles-Mungaray, 2004; Trigos et al., 2018). Dichas pérdidas probablemente se deben a factores
biolégicos y ambientales combinados, incluyendo los requerimientos nutricionales especificos de
la especie y su vulnerabilidad a infecciones bacterianas oportunistas (Luna et al., 2002). El exceso
de alimento residual (>90%) proveniente de dietas convencionales podria agravar la proliferacién
microbiana y el deterioro del agua (Rojas et al., 1988). La supervivencia ligeramente mayor en la
dosis media sugiere que tanto la composicion del alimento como la concentracion algal influyen
en la reduccién del estrés larval y en la estabilidad del ambiente de cultivo. No obstante, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas, lo que implica que A. maura podria requerir

un rango estrecho de condiciones éptimas aun por definir experimentalmente.
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El analisis del alimento residual indicé una eficiencia de filtracion limitada durante el desarrollo
temprano, sugiriendo restricciones fisioldgicas para una ingestion efectiva. Tendencias similares
han sido descritas en otros bivalvos, donde las larvas tempranas son incapaces de retener o
procesar particulas mas grandes (Riisgard et al., 1980). Gallager (1988) reporté que las larvas <100
um presentan un eséfago estrecho y un volumen intestinal limitado, lo que restringe tanto el
tamafio como la cantidad de particulas ingeridas. Durante esta fase mixotrdfica, el metabolismo
depende principalmente de reservas maternas (Bayne, 1983), y la ingestién de microalgas
permanece baja. En C. gigas, este periodo dura 5—6 dias (de larva D a umbo temprano), tras lo
cual las tasas de ingestidn aumentan conforme las larvas se vuelven completamente exotrdficas
(Rico et al., 2009). En A. maura, las larvas umbonadas aparecen alrededor del dia 13 (Hoyos-
Chairez y Chavez-Villalba, 2023), lo que indica una transicidn retardada hacia la alimentacion
heterdtrofa en comparacién con otros bivalvos. Por tanto, la sobrealimentacion durante la etapa
mixotréfica podria empeorar la calidad del agua y favorecer la proliferacidon bacteriana en los

tanques de criadero.

En el bioensayo de comparacién de dietas, P. lutheri promovid tallas larvales significativamente
mayores que I. galbana. Aunqgue la supervivencia fue similar en ambos tratamientos durante la
mayor parte del experimento, se registré6 una mayor supervivencia con P. lutheri al dia 5. Se
observo un efecto nutricional retardado asociado a las diferencias en el tamafio celular entre
especies. Las fluctuaciones en el tamafio de las células durante el cultivo probablemente
afectaron la disponibilidad de particulas dentro del intervalo éptimo de ingestion. No obstante,
la dosis de 15,000 células-mL™", aplicada sin reposicion y combinada con células mas pequefas,

mejoré tanto la supervivencia como el crecimiento en comparacién con el primer bioensayo.

Aunque I. galbana es ampliamente utilizada como alimento estandar en criaderos de bivalvos, su
desempeiio aqui fue inferior al de P. lutheri, lo que sugiere respuestas especificas por especie
entre los pinnidos. Ninguna microalga por si sola parece suficiente para satisfacer completamente
los requerimientos nutricionales de A. maura. Dietas mixtas que combinen flagelados iguales o
menores que P. lutheri con diatomeas finas podrian optimizar el suministro energéticoy laingesta
de acidos grasos esenciales, mejorando el crecimiento y la supervivencia larval, como se ha

reportado previamente para otros bivalvos (Brown et al., 1997).
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La ingestidn selectiva de células mas pequenas como P. lutheri y la ingestién limitada de C.
muelleri durante las etapas tempranas resaltan el papel central del tamafio de particula en la
alimentacion larval. En especies como C. gigas, A. ventricosus y R. philippinarum, las particulas de
3-5 um son Optimas para las larvas tempranas (Lora y Maeda, 1997; Helm et al., 2006; Rico et al.,
2006). De manera similar, en la ostra perlera Pteria sterna, no se ha observado ingestién de C.
calcitrans o C. muelleri durante los primeros 22 dias de cultivo (Martinez et al., 2004). De forma
consistente, en este estudio P. lutheri no solo fue mas facilmente ingerida, sino que también
resulté en un mayor tamario larval, lo que sugiere ser mejor alimento primario para la fase inicial

de cultivo de A. maura en comparacién con /. galbana.

El MAG confirmd que la ingestion estuvo fuertemente relacionada con la altura de la concha,
indicando que la capacidad de alimentacion aumenta conforme crecen las larvas. I. galbana
fragmentada y C. muelleri mostraron efectos no lineales significativos, lo que sugiere que tanto
el tamafio de particula como la integridad celular influyen en la eficiencia de ingestion. En
contraste, C. calcitrans, P. lutheri e I. galbana integras no fueron significativas. La respuesta
positiva a . galbana fragmentada sugiere que la disrupcidn mecdnica puede mejorar la
disponibilidad y asimilacidn de nutrientes al reducir el tamafio celular y aumentar la eficiencia de

captura durante las etapas tempranas.

Este patréon respalda la idea de que la eficiencia de ingestion en A. maura esta limitada
principalmente por la morfologia larval y los mecanismos hidrodindmicos de captura de particulas
durante la ontogenia temprana, siendo que a medida que las larvas aumentan de tamafio, la
coordinacidn ciliar y la expansién del velo probablemente mejoran la manipulacién y retencién

de particulas (Jgrgensen, 1996; Troost et al., 2008).

Se han explorado estrategias de alimentacién alternativas en larvas de bivalvos con resultados
variables. Las pastas de microalgas concentradas se han utilizado para simplificar las operaciones
de criadero y reducir costos, obteniendo resultados aceptables en especies como Saccostrea
commercialis, C. gigas y M. mercenaria (Nell y O'Connor, 1991; Brown y Robert, 2002; Hassan et

al., 2021). Las dietas microencapsuladas representan otra alternativa, permitiendo la inclusién de
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acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFAs), proteinas hidrolizadas y pigmentos dentro
de una matriz particulada estable. Estas dietas han mostrado potencial como sustitutos parciales
de microalgas vivas en C. virginica, C. gigas y Mytilus galloprovincialis (Langdon y Waldock, 1981;
Chu et al., 1987; Campanati et al., 2023). Ademas, las bacterias probidticas han ganado atencion
como alimentos complementarios y agentes de control biolégico, mejorando la digestién larval,

la resistencia al estrés y la supervivencia (Douillet y Langdon, 1994; Kesarcodi et al., 2008).

Para A. maura, la integracién de flagelados de pequefio tamafio, como P. lutheri o I. galbana
fragmentada, con suplementos ricos en lipidos o formulaciones microencapsuladas puede
representar una estrategia eficaz para apoyar la transicidn de la etapa mixotroéfica a heterdtrofa
completa. Este enfoque alimenticio integrado podria optimizar el crecimiento, mejorar la
supervivencia y elevar la calidad de la semilla en sistemas de criadero. Estos hallazgos subrayan
la necesidad de adaptar la composicién y el tamaio de las particulas alimenticias a la capacidad
de filtracion larval, particularmente en pinnidos, cuyas necesidades nutricionales siguen siendo

poco comprendidas.

8.3 Fotoperiodo-desarrollo larvario

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que el fotoperiodo ejercié un efecto
significativo sobre el crecimiento larvario de A. maura, siendo la condicién de luz continua (24:0)
la que favorecid de manera mas notable el incremento en altura y longitud de la concha. Este
patron coincide con lo reportado para otras especies de invertebrados, en las que la exposicidon
prolongada a la luz puede estimular la actividad alimentaria, incrementar la tasa metabdlica y, en
consecuencia, mejorar el crecimiento larvario (Sulkin, 1984; Minagawa y Murano, 1993;
Minagawa, 1994; Gardner y Maguire, 1998). A pesar de ello, la supervivencia larvaria no mostré
diferencias significativas entre tratamientos, aunque los valores fueron superiores bajo luz
continua. Previamente Trigos et al., (2018), reportaron altas mortalidades bajo condiciones de
oscuridad total en larvas de P. nobilis, mientras que un régimen de 12:12 horas luz: oscuridad
promovid una mayor supervivencia, por lo que es importante considerar incluso la calidad inicial

de los reproductores y condiciones microbioldgicas del agua, factores que se ha demostrado
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influyen de manera determinante en la supervivencia larvaria de diferentes especies de bivalvos

(Maeda, 2008; Rico et al., 2009; Gémez et al., 2023).

Las diferencias en las horas de luz parecieron no modificar los patrones de flotabilidad de las
larvas en la columna de agua, ya que este comportamiento se observé de forma consistente bajo
ambos fotoperiodos. Un hallazgo notable de este estudio, y que no ha sido previamente
documentado, es que la flotabilidad larvaria puede actuar como un indicador de la supervivencia
en condiciones de cultivo. La ausencia repentina de larvas flotantes se asocié consistentemente
con el colapso total de la poblacién, a diferencia de estudios anteriores en donde se atribuyen
mortalidades masivas derivadas de la flotabilidad que presenta A. maura durante su desarrollo

larvario en cautiverio (Robles-Mungaray, 2004, Maeda-Martinez, 2008).

8.4 Interaccidn bacteria-microalgas-larvas

La alimentacién de bivalvos con microalgas vivas constituye un componente esencial para el
desarrollo larvario, ya que proporciona nutrientes clave para el crecimiento y la supervivencia
(Ziaei et al., 2006). En este sentido, evaluar la interaccién entre las microalgas utilizadas en los
cultivos larvarios y las bacterias candidatas a probidticos es fundamental para identificar posibles
efectos positivos o negativos que puedan comprometer el éxito de la produccién. El presente
estudio aporta evidencia sobre cémo las bacterias marinas pueden modular el crecimiento algal,
un aspecto critico dado que la disponibilidad y calidad del alimento influyen directamente en el

desempeiio larvario.

En los bioensayos in vitro realizados, el crecimiento de /. galbana mostré una mejora significativa
en presencia de las suspensiones bacterianas durante el dia 2, lo cual coincide con lo reportado
por Sanchez et al., (2020), quienes observaron un incremento en el crecimiento de /. galbana
cuando fue cocultivada con Bacillus subtilis. Sin embargo, en este estudio, la respuesta no fue
consistente entre microalgas: el co-cultivo de C. calcitrans con la cepa C26 resultd en una
disminucion significativa respecto al control durante el mismo periodo, un efecto también
documentado por Sanchez et al., (2020), quienes reportaron afectaciones en C. calcitrans bajo

condiciones similares. Estas diferencias especificas entre especies pueden explicarse bajo el
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marco propuesto por Grossart y Simon (2007), quienes indican que las interacciones microalga-
bacteria dependen de la identidad bacteriana, la disponibilidad de nutrientes y las vitaminas

disueltas en el medio.

A pesar de estas variaciones iniciales, en dias posteriores (4 y 6) el crecimiento de C. calcitrans e
I. galbana se mantuvo en ascenso sin diferencias significativas entre tratamientos y controles.
Este patrén es consistente con relaciones mutualistas previamente descritas en la literatura
donde la bacteria aporta vitaminas del complejo B o compuestos orgdnicos reutilizables por las
microalgas, mientras que estas proveen exudados carbonados que favorecen el crecimiento

bacteriano (Avendafio y Riquelme, 1999; Subashchandrabose et al., 2011; Fuentes et al., 2016).

Por otro lado, el crecimiento bacteriano mostré dindmicas contrastantes segin el medio de
cultivo. Tanto C26 como C29 crecieron de forma mas eficiente en TSB, como era esperado debido
a su abundancia de nutrientes, mientras que en el medio F/2 se observd una reduccion
importante en la concentracion bacteriana desde el dia 2, situdndose por debajo del inéculo
inicial. Sin embargo, en el co-cultivo con microalgas ambas cepas se mantuvieron por encima de
la concentracion inicial, aun cuando mostraron una tendencia decreciente hacia el dia 7. Este
resultado refuerza la hipétesis de que las microalgas proveen compuestos organicos disueltos

que facilitan la supervivencia bacteriana, aun en ambientes pobres en nutrientes.

La Unica interaccion claramente negativa fue la observada entre la cepa C26 y C. calcitrans, que
podria explicarse por un mecanismo de competencia por nutrientes o la produccion de
compuestos inhibitorios. Este tipo de relaciones se ha documentado en estudios de laboratorio,
donde bacterias y algas compiten por elementos limitantes como el fésforo (Currie y Kalff, 1984),
o donde las bacterias excretan sustancias toxicas para las microalgas, reduciendo su crecimiento.
En conjunto, los resultados del presente estudio concuerdan con la literatura que describe una
amplia variedad de interacciones entre bacterias y microalgas, que pueden ser mutualistas,
neutras o negativas dependiendo de las condiciones ambientales y las especies involucradas
(Avendafio y Riquelme, 1999; Subashchandrabose et al., 2011; Fuentes et al., 2016). Estos
hallazgos resaltan la necesidad de realizar pruebas preliminares antes de introducir bacterias

como probidticos en sistemas de cultivo larvario, con el fin de asegurar que no afecten
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adversamente la disponibilidad o calidad del alimento vivo. Por lo tanto, nuestros resultados
refuerzan la idea de que no todas las cepas bacterianas seran compatibles con todas las
microalgas, y que cada combinacién debe evaluarse de forma individual antes de usarse en

sistemas larvarios.

De todos los bioensayos larvarios realizados en el presente estudio, Unicamente aquel en el que
se adiciond la cepa bacteriana C29 a los tanques de cultivo mostré una mejora significativa en la
supervivencia de A. maura con respecto al control. Aunque el efecto sobre crecimiento larvario
fue menos marcado, las larvas tratadas con C29 también presentaron un incremento significativo
en altura y longitud. Resultados similares han sido reportados previamente, como en el estudio
de Soto-Simental (2015), donde la incorporacion de microorganismos con potencial probidtico -
incluyendo la levadura Candida parapsilosis y la bacteria Bacillus licheniformis- mejord

significativamente la supervivencia en cultivos larvarios de A. maura.

Es probable que el efecto positivo sobre el crecimiento haya sido parcialmente enmascarado por
la elevada mortalidad registrada en el grupo control. A partir del dia 5, este tratamiento presentd
una disminucidn marcada en la supervivencia, afectando principalmente a las larvas de menor
tamafio. Esta pérdida selectiva redujo artificialmente la variabilidad de tallas y elevé el promedio
de crecimiento aparente en el grupo control. En contraste, la menor mortalidad observada en los
cultivos con C29 permitié mantener una distribucién mdas amplia de tallas y una representacion

mas real del desarrollo larvario.

Los resultados sugieren que la cepa C29 pudo favorecer el desempefio larvario mediante la
modificacion del ambiente microbiano del cultivo. Entre los posibles mecanismos que se incluyen
la competencia por nutrientes frente a bacterias oportunistas, la produccién de metabolitos
benéficos o su disponibilidad como particula alimenticia suplementaria. Este Gltimo mecanismo
es consistente con la evidencia de que diversos organismos acuaticos consumen bacterias como
parte de su dieta. Se ha demostrado que las bacterias contribuyen a la nutricion de rotiferos,
Artemia (Verschuere et al. 1999; Marques et al. 2006), copépodos (De Troch et al. 2012; Freese y

Martin 2013), camarones y langostinos (Beecham 2008; Zhou et al., 2009; Asaduzzaman et al.,
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2010), bivalvos (Prieur et al. 1990; Beecham 2008; Arapov et al. 2010), abulones (Stott et al. 2004)
y peces (Olafsen, 2001). Esta evidencia respalda la posibilidad de que C29 haya actuado como un

recurso nutricional adicional disponible para las larvas de A. maura.

En las ultimas décadas, la incorporacién de microorganismos en sistemas acuicolas ha recibido
considerable atencidén no solo por sus beneficios nutricionales, sino también por su capacidad
para optimizar el reciclaje de nutrientes y mejorar la calidad del agua. Diversos sistemas
multitréficos o integrados han sido desarrollados con estos fines (Crab et al., 2012), incluyendo
los sistemas biofloc (Avnimelech, 2012). Estos modelos buscan aprovechar la biomasa microbiana
como un recurso nutritivo de alto valor, lo cual coincide con los resultados observados en el

presente estudio, donde la interaccidn con la cepa C29 contribuyé al desempefio larvario.

Aunque C29 no presentd actividad antagdnica frente a patdgenos en las pruebas in vitro
realizadas, su efecto positivo in vivo sugiere que otros mecanismos pueden estar involucrados. Se
requiere profundizar en estudios que evaluen su potencial como fuente nutricional directa, asi
como su interaccion con la comunidad microbiana del sistema de cultivo, para determinar su
verdadera funcionalidad probidtica y su posible aplicaciéon en esquemas de produccién larvaria

de A. maura.
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio generd aportes significativos para el fortalecimiento del cultivo larvario de A.
maura, una especie nativa del Pacifico mexicano de alto valor econdmico y ecoldgico cuyo
desarrollo acuicola ha sido histéricamente limitado por la baja supervivencia durante su etapa
larvaria en cautiverio. A partir de los experimentos realizados se concluye lo siguiente:
e Eléxitoenlainduccién al desove depende en gran medida del estado fisioldgico y sanitario
de los reproductores.
Los organismos provenientes del ambiente natural mostraron mayor capacidad reproductiva que
aquellos mantenidos en laboratorio, lo que evidencia la necesidad de optimizar las condiciones
de acondicionamiento y considerar la influencia de infecciones parasitarias y melanizacién en la
calidad de los gametos.
e La adecuacién de la dieta constituye un factor determinante para el rendimiento larvario
de A. maura.
El tamano celular y la especie de la microalga utilizada influyen significativamente en el
crecimiento y la ingestién larvaria. P. lutheri mostrd ser mas adecuada para las primeras etapas
del desarrollo larvario en comparacion con I. galbana, y la fragmentacidon celular mejoré la
ingestidn, confirmando que las larvas de A. maura presentan limitaciones fisioldgicas al menos
durante su fase mixitréfica.
e Las dosis alimenticias media y alta no generaron diferencias significativas en crecimiento,
lo que sugiere la presencia de un umbral de saturacién alimenticia con la dieta utilizada.
Estos resultados indican que concentraciones excesivas de microalgas no mejoran el desarrollo y
pueden empeorar la calidad del agua de cultivo, lo cual es un factor critico para una especie
altamente susceptible.
e El fotoperiodo ejerce un efecto directo sobre el crecimiento larvario.
La luz continua (24:0) promovid un mayor crecimiento en altura y longitud de la concha. No
obstante, no se observaron mejoras significativas en la supervivencia, Este resultado sugiere que
el efecto principal del fotoperiodo es metabdlico.
e Las interacciones bacteria-microalga dependen de la identidad de los microorganismos

involucrados.
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Mientras que la cepa C29 promovid el crecimiento de /. galbana, la cepa C26 generd efectos

negativos sobre C. calcitrans. Esto confirma que cada combinacidn bacteria-microalga debe
evaluarse de manera individual antes de su aplicacidn en laboratorios de produccién.

e Lacepa bacteriana C29 presentd efectos benéficos sobre la supervivencia y el crecimiento

larvario de A. maura.
Aunque no mostré antagonismos in vitro frente a patégenos, su incorporacién en los tanques
incrementd significativamente la supervivencia y crecimiento, lo que sugiere un efecto probidtico

indirecto o su potencial uso como alimento suplementario.

Finalmente, este estudio contribuye a sentar bases sélidas para futuros protocolos de produccién
de semilla mediante la evaluacién de variables clave como la alimentacién, fotoperiodo e
interaccidn con bacterias marinas y sugiere dar un ajuste especifico para el callo de hacha y no

depender de protocolos disefiados para otras especies de bivalvos.
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